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Zur Kenntnis des Phylioerythrins. IT.’) 


Bemerkungen zur Abhandlung Herrn Dr. Kémeris: 
»Uber einen neuen porphyrinartigen Bestandteil normaler 
| menschlicher Faces.“?) 


Von 


H. Fischer und Hans Hilmer. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Mtinchen.) 
(Der Redaktion 2zugegangen am 23, November 1924.) 


Vor wenigen Tagen erhielten wir Kenntnis von obiger 
Mitteilung Herrn Dr. Kémeris, in der ein neues Porphyrin aus 
Kot beschrieben wird. Charakteristisch fiir das Porphyrin ist 
die Léslichkeit in Ather und die Tatsache, daB® es aus Ather 
erst nach lingerem Stehen (6—7 Stunden) extrahierbar ist. 
Spektroskopisch ist das neue Porphyrin von Koproporphyrin 
und von Kammerers Porphyrin weitgehend verschieden, 
insbesondere dadurch, daB es im Rot in Ather einen Streifen 

auf 638 zeigt, wihrend die Abweichungen in Salzsiure von 
den bis jetzt bekannten Porphyrinen relativ gering sind. Seit 
April ds. Js. haben wir gleiches oft sowohl im Vegetarianerkot 
sowie nach Fleischeingabe beobachtet. Immer war auBer- 
ordentlich wenig vorhanden und auch nicht jeder Stuhl ent- 
hielt das Porphyrin. Dasselbe ist offenbar als Leukoverbindung 


enthalten, wie weitaus der Hauptanteil der Porphyrine im 
Stuhl. 





1) I. Mitteil., Diese Zs. Bd. 96, S. 292 (1916). 
*) Biochem. Zs. Bd. 151, S. 438 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLIII. 
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Zur Kenntnis des Phylloerythrins. ITI.’) 


Bemerkungen zur Abhandlung Herrn Dr. Kémeris: 
»Uber einen neuen porphyrinartigen Bestandteil normaler 
menschlicher Fices.“*) 


Von 


H. Fischer und Hans Hilmer. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen. ) 
(Der Redaktion 2ugegangen am 28, November 1924.) 
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Vor wenigen Tagen erhielten wir Kenntnis von obiger 
Mitteilung Herrn Dr. Kémeris, in der ein neues Porphyrin aus 
Kot beschrieben wird. Charakteristisch fiir das Porphyrin ist 
die Léslichkeit in Ather und die Tatsache, daB es aus Ather 
erst nach lingerem Stehen (6—7 Stunden) extrahierbar ist. 
Spektroskopisch ist das neue Porphyrin von Koproporphyrin 
und von Kammerers Porphyrin weitgehend verschieden, 
insbesondere dadurch, daB es im Rot in Ather einen Streifen 
auf 638 zeigt, wihrend die Abweichungen in Salzsiure von 
den bis jetzt bekannten Porphyrinen relativ gering sind. Seit 
April ds. Js. haben wir gleiches oft sowohl im Vegetarianerkot 


sowie nach Fleischeingabe beobachtet. Immer war auber- 


ordentlich wenig vorhanden und auch nicht jeder Stuhl ent- 
hielt das Porphyrin. Dasselbe ist offenbar als Leukoverbindung 


enthalten, wie weitaus der Hauptanteil der Porphyrine im 
Stuhl. 





1) I. Mitteil., Diese Zs. Bd. 96, S. 292 (1916). 

*) Biochem. Zs. Bd. 151, 8. 438 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLIII. 
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H. Fischer und Hans Hilmer, 


In Ather beobachteten wir folgende Mittelwerte: 

637,7, 621,4, 582,6, 527,7, 498,4. Ein zweites Mal: 685,1, 622,7, dann 
weiter: 687,9, 622,7, 578,4, 529,8, 498,83 (in diesem Fall wurde bei 556,2 
noch eine au8erst schwache Absorption beobachtet). In einem vierten 
Fall: 686,8, 620,8, 576,5, 526,0, 492,5. 

Ahnliche Zahlen wurden noch in drei weiteren Fallen er- 
balten und wir machten auch dieselbe Beobachtung, die Kémeri 
S.444 beschreibt, daB die essigsaure Atherlésung des Porphyrins 
mit Natronlauge vorsichtig abgestumpft erst blauviolett wird und 
dann im Neutralititspunkt, wie wir fanden, nach Griin umschlagt. 

Uber die Natur des Porphyrins sind wir noch nicht villig 
klar und haben deshalb auch die Verdffentlichung hiertiber noch 
zuriickstellen wollen. In Anbetracht der obigen Mitteilung 
jedoch sind wir gendétigt, schon jetzt Stellung zu nehmen. 
Das neue Porphyrin ist mit groBer Wahrscheinlichkeit Phyllo- 
erythrin.") Eine der charakteristischsten Eigenschaften dieses 
Farbstofis ist der oben erwahnte Farbenumschlag. List man 
etwas Phylloerythrin in Chloroform, das Chlorwasserstoff ent- 
halt, so beobachtet man einen Dichroismus. Stumpft man 
mit Alkali ab, so tritt zuniichst Umschlag nach Rot ein, der 
im Neutralititspunkt in intensives Grasgriin umschligt, wobei 
gleichzeitig eine vollstandige Anderung des spektroskopischen 
Bildes folgt. Die griine Farbe verbla8t nach langerem Stehen. 

Spektroskopische Befunde beim Phylloerythrin: 


a) Chloroformlésung: 

642,4—686,8;  600,8—578,8;  568,8—559,4 (stark); 580,0—516,1 
639,83 589,8 564,1 28,0 
_ b) In 25°/,iger HCl: ausgesprochenes Porphyrinspektrum. 

In konzentrierter Lésung zwei starke Streifen, deren 
Maxima bei 614,3 bzw. 566,1 liegen. Beim Verdiinnen mit 
25°/,iger Salzsiiure beobachtet man, daB Streifen 1 zwei Maxima 
hat, die bei 619 bzw. 607 liegen. AuBerdem ist ein zarter 
Streifen bei 527,2 zu beobachten. 

Tn chlor sanseratiithalliguss Chloroform wurden folgende 


Werte erhalten: 
I, 621,2; IL. 610,5; III. 570,0; IV. 529,0 (sehr schwach); E. A. 455. 


*) Loébisch u. Fischler, Mon.-H. fir Chemie Bd, 24, 8. 840 tO 
Marchlewski, Diese Zs. Bd. 48, 8. 208 (1904/05). 
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Zur Kenntnis des Phylloerythrins. IT. 4 


Chlorwasserstoffhaltiges Chloroform zeigt also das saure 
Porphyrinspektrum, aber eine gewaltige Verschiebung nach 
links gegentiber den Blutfarbstoff-Porphyrinen. 

Stumpft man mit Hilfe von Natronlauge nun den Chlor- 
wasserstoff des Chloroforms ab, so beobachtet man das bereits 
beschriebene Farbenspiel; im Neutralpunkt gegen Lakmus tritt 
Umschlag in Grasgriin ein und die Chloroformlésung gibt nun 
nicht das oben beschriebene Spektrum der reinen Substanz, 
sondern folgendes: 

626,4—612,0. 
619,2 





Die Beschattung setzt sich fort, um bei 590,5 in einen intensiven 
Streifen tiberzugehen, der bei 578,1 endigt. Die Beschattung 
setzt sich nun fort bis 566,4, um dann bei 547,6 in einen dif- 
fusen unscharfen Streifen tiberzugehen, der bei 525,4 endigt. 
Die Beschattung setzt sich jedoch noch schwach fort. E-Abs. 
bei 497. Bei starkerer Verdiinnung: 


626,3—618,2 ; 588,0—577,8 ; 
622,2 582,9 


ein sehr undeutlicher Streifen ist dann noch bei 537 zu be- 
obachten. E-Abs. 465. 

Schiittelt man die Chloroformlésung mit Natronlauge aus, 
so beobachtet man weder im Alkali noch im Chloroform Ab- 
sorption, was verstandlich ist, denn der K6rper hat sich quanti- 
tativ an der Grenzschicht zwischen Alkali und Cloroform aus- 
geflockt. Vielleicht liegt ein schwer lésliches Natriumsalz vor. 

Sprechen die eben mitgeteilten Beobachtungen dafiir, da8 
Phylloerythrin ein Porphyrin ist, so ist fiir diese Auffassung 








') weiter anzufiihren die von H. Fischer festgestellte Komplex- 


salzbildung, die mit Umschwung der spektroskopischen Erschei- 
nungen einhergeht. H. Fischer (a. a. O.) hat ein krystallisiertes 
Kupfersalz von der Zusammensetzung (C,,H,,N,CuO, ,), be- 
schrieben. Marchlewski?) erhielt neuerdings nach dem spek- 


4 troskopischen Befund ein komplexes Zinksalz. Wir fanden, dab 





1) Chem, Zbl. II, Nr. 15, S. 1944 (1924). 
1% 








2 H. Fischer und Hans Hilmer, 


In Ather beobachteten wir folgende Mittelwerte: 

637,7, 621,4, 582,6, 527,7, 498,4. Ein zweites Mal: 685,1, 622,7, dann 
weiter: 687,9, 622,7, 578,4, 529,83, 498,8 (in diesem Fall wurde bei 556,2 
noch eine fuBerst schwache Absorption beobachtet), In einem vierten 
Fall: 686,8, 620,8, 576,5, 526,0, 492,5. | 

Ahnliche Zahlen wurden noch in drei weiteren Fallen er- 
balten und wir machten auch dieselbe Beobachtung, die Kémeri 
S.444 beschreibt, daB die essigsaure Atherlésung des Porphyrins 


mit Natronlauge vorsichtig abgestumpft erst blauviolett wird und 


dann im Neutralititspunkt, wie wir fanden, nach Grin umschlagt. 


Uber die Natur des Porphyrins sind wir noch nicht véllig 
klar und haben deshalb auch die Verdffentlichung hieriiber noch 


zuriickstellen wollen. In Anbetracht der obigen Mitteilung — 


jedoch sind wir gendtigt, schon jetzt Stellung zu nehmen. 
Das neue Porphyrin ist mit groBer Wahrscheinlichkeit Phyllo- 
erythrin.’) Eine der charakteristischsten Kigenschaften dieses 
Farbstoffs ist der oben erwihnte Farbenumschlag. List man 
etwas Phylloerythrin in Chloroform, das Chlorwasserstoff ent- 
halt, so beobachtet man einen Dichroismus. Stumpft man 
mit Alkali ab, so tritt zunichst Umschlag nach Rot ein, der 
im Neutralititspunkt in intensives Grasgriin umschligt, wobei 
gleichzeitig eine vollstindige Anderung des spektroskopischen 


Bildes folgt. Die griine Farbe verbla8t nach langerem Stehen. * 


Spektroskopische Befunde beim Phylloerythrin: 

a) Chloroformlésung: 
642,4---636,8; 600,8—578,8; 568,8—559,4 (stark); 530,0—516,1 

639,3 589,8 564,1 523,0 

b) In 25°/,iger HCl: ausgesprochenes Porphyrinspektrum. 

In konzentrierter Lisung zwei starke Streifen, deren 
Maxima bei 6143 bzw. 566,1 liegen. Beim Verdtinnen mit 
25°/, iger Salzsiure beobachtet man, daB Streifen 1 zwei Maxima 
hat, die bei 619 bzw. 607 liegen. AuBerdem ist ein zarter 
Streifen bei 527,2 zu beobachten. 

In chlorwasserstoffhaltigem Chloroform wurden folgend 
Werte erhalten: | | 
I, 621,2; II. 610,5; III. 570,0; IV. 529,0 (sehr schwach); E. A. 455. 

















) Libisch u. Fischler, Mon.-H. fiir Chemie Bd, 24, 8. 340 (1904); 
Marchlewski, Diese Zs. Bd. 48, S. 208 (1904/05). 
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Zur Kenntnis des Phylloerythrins. Il. 8 


_ Chlorwasserstoffhaltiges Chloroform zeigt also das saure 
Porphyrinspektrum, aber eine gewaltige Verschiebung nach 
links gegentiber den Blutfarbstoff-Porphyrinen. 

Stumpft man mit Hilfe von Natronlauge nun den Chlor- 
wasserstoff des Chloroforms ab, so beobachtet man das bereits 
beschriebene Farbenspiel; im Neutralpunkt gegen Lakmus tritt 
Umschlag in Grasgriin ein und die Chloroformliésung gibt nun 
nicht das oben beschriebene Spektrum der reinen Substanz, 
sondern folgendes: 

626,4—612,0. 
619,2 





Die Beschattung setzt sich fort, um bei 590,5 in einen intensiven 
Streifen iiberzugehen, der bei 578,1 endigt. Die Beschatiung 


setzt sich nun fort bis 566,4, um dann bei 547,6 in einen dif- - 
fusén unscharfen Streifen tiberzugehen, der bei 525,4 endigt. © 


Die Beschattung setzt sich jedoch noch schwach fort. E-Abs. 
bei 497. Bei stirkerer Verdiinnung: 
626,3—618,2 ; 588,0—577,8 ; 
622,2 582,9 








ein sehr undeutlicher Streifen ist dann noch bei 537 zu be- 
obachten. E-Abs, 465. 

Schiittelt man die Chloroformlisung mit Natronlauge aus, 
so beobachtet man weder im Alkali noch im Chloroform Ab- 
sorption, was verstandlich ist, denn der K6rper hat sich quanti- 
tativ an der Grenzschicht zwischen Alkali und Cloroform aus- 
geflockt. Vielleicht liegt ein schwer lisliches Natriumsalz vor. 

Sprechen die eben mitgeteilten Beobachtungen dafiir, daB 
Phylloerythrin ein Porphyrin ist, so ist fir diese Auffassung 
weiter anzufiihren die von H. Fischer festgestellte Komplex- 
salzbildung, die mit Umschwung der spektroskopischen Erschei- 
nungen einhergeht. H. Fischer (a. a. 0.) hat ein krystallisiertes 
Kupfersalz von der Zusammensetzung (C,,H,,N,CuO, .), be- 
schrieben. Marchlewski?) erhielt neuerdings nach dem spek- 
troskopischen Befund ein komplexes Zinksalz. Wir fanden, da8 





1) Chem. Zbl. II, Nr. 15, 5. 1944 (1924). 
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4 H. Fischer und Hans Hilmer, 


auch Eisen komplex ins Molekil einfihrbar ist — wenigstens 
auf Grund der spektroskopischen Befunde. 

Wir lésen das Phylloerythrin in wenig Pyridin und tragen 
die Pyridinlésung in Ferroacetat-haltigen Kisessig unter Zusatz 
von wenig Kochsalz ein und kochen kurz auf. Die erkaltete 
Lésung wird in der iiblichen Weise mit Chloroform und Wasser 
behandelt und so dann eine Chloroformlésung des Kisensalzes 
gewonnen, die noch Pyridin-haltig ist und deshalb vermutlich 
nur ein sehr unscharfes spektroskopisches Bild gibt. 

Maxima 596,5 und 553,2 (sehr unscharf). Sowie man Hydrazin 
zusetzt, entsteht ein scharfes spektroskopisches Bild mit den Ma- 
ximas 605,5 (sehr schwach), 575,7 (deutlich) und 528,2 (schwach). 

FaBt man alle diese Beobachtungen zusammen, so ist es 
in hohem Mafe wahrscheinlich, daB das Phylloerythrin ein 
Porphyrin ist, Die definitive Feststellung und Konstitutions- 
aufklarung ist von groBer Wichtigkeit, denn die Chlorophyll- 
porphyrine sind bis jetzt nur durch ziemlich brutalen Abbau des 
Chlorophylls erhalten worden, wahrend das Phylloerythrin auf bio- 
logischem Wege im Organismus aus Chlorophyll gebildet wird. - 





Von den Blutfarbstoffporphyrinen besitzt kein einziges in 
Ather einen Streifen im Rot an der Stelle, wie dies von Kémeri 
und von uns festgestellt wurde, auBer Mesoporphyrin. Mesopor- 
phyrin kann jedoch nach allen Kigenschaften nicht in Betracht 
kommen und nachdem wir auch im Vegetarianerkot wiederholt 
den Streifen im Rot beobachtet haben, halten wir es im Verein 
mit den iibrigen Feststellungen fiir sehr wahrscheinlich, daB es 
sich um Phylloerythrin handelt. Die tibrigen spektroskopischen 
Befunde, au8er dem Streifen im Rot weichen stark ab. Indessen 
ist es nach der ganzen Behandlung in hohem Ma8e wahrschein- 
lich, daB sowohl Kémeris Porphyrinlésungen wie auch unsere 
noch ein kompliziertes Farbstoffgemisch enthalten haben. An 
den Zusammenhang mit Chlorophyll hat auch schon K émeri ge- 
dacht, er kommt jedoch zu einer Ablehnung, weil er nach Ver- 
arbeitung von Faces nach reichlichem Genu8 von Spinat und 
Sauerampfer nicht mehr des Porphyrins gewinnen konnte als bei 
Enthaltnng von vegetabilischer Nahrung, Feststellungen, die auch 























Zur Kenntnis des Phylloerythrins II. 5 


Snapper machte. Wir halten diese Versuche fiir nicht un- 
bedingt beweisend. Wenn Chlorophyll im Darmkanal vorhanden 
ist, ist die Feststellung von Porphyrin auBerordentlich erschwert 
und es scheint so, daB das Phylloerythrin beim Menschen in 
groBer Menge aus Chlorophyll nicht gebildet wird, sondern dab 
immer nur relativ wenig Phylloerythrin entsteht und dieses dann 
in der Leber bezw. Galle aufgespeichert und von da aus dann in 
den Darm durch die Galle sekundir abgegeben wird. Hier miissen 
weitere Untersuchungen Klarheit bringen und die Veréffentlichung 
erfolgt schon jetzt nur aus den oben angefiihrten Griinden. 

Bei der Isolierung von Porphyrinen aus Stuhl sind auBer- 
ordentliche Komplikationen gegeben. Zunichst kann man nicht 
wissen, was durch die Nahrung allein hineingebracht wird, dann 
aber auch sind durch die von uns beobachteten Veranderungen 
von Kimmerers Porphyrin’) zahlreiche Méglichkeiten gegeben. 
Das sekundire Entstehen von Himatoporphyrin, das spektro- 
skopisch in Ather mit Koproporphyrin identisch ist, aus Kim- 
merers Porphyrin ist nicht ganz von der Hand zu weisen — sei 
es durch die EKinwirkung von Bakterien, sei es durch Kinwirkung 
von Chemikalien — bei der Verarbeitung. Auch Mesoporphyrin 
halten wir als sekundares Produkt fiir nicht unméglich, ist doch 
die reduzierende Wirkung der Darmbakterien bekannt und wir 
zweifeln nicht, daB durch Wasserstoff in statu nascendi Meso- 
porphyrin erhalten wird. Bei Organen und Hefe sind natiirlich 
dieselben Umwandlungen denkbar, mit deren experimenteller 
Bearbeitung wir zurzeit beschiftigt sind.’) 

Bei Beriicksichtigung aller dieser Umstainde ist es von 
groBer Wichtigkeit, die Methode der Porphyrinisolierung aus 
Stuhl so zu gestalten, daB sekundire Verinderungen méglichst 
ausgeschlossen sind. Auch ist es sehr wichtig, méglichst geringe 
Mengen von Kot zu verarbeiten, weil so viel mehr Kontroll- 
versuche ausgeftihrt werden kénnen. Wir haben unsere Methode 
der Porphyrinisolierung aus Stuhl jetzt so verbessert, dab schon 
in 10 g Vegetarianerkot und weniger Porphyrin mit Sicherheit 
spektroskopisch erkannt werden kann. Die Methode ist folgende: 





1) Vgl. VI., IX. sowie XIII.—XV. Mitteilung tiber Porphyrine. 
*) Vgl. hierzu die Ausfiihrungen diese Zs. Bd, 187, 8. 182—-187 (1924) 
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10 g Kot werden mit 10 ccm Eisessig tibergossen und in einer 
Reibschale zu einer homogenen Masse verrieben und dann noch 
Ather zugesetzt. Wir filtrieren dann durch ein Faltenfilter 
und gieBen das klare Filtrat in einen Scheidetrichter. Nach 
Zusatz von Ather und Entmischung mit Wasser wird das Por- 
phyrin dann in Ather hineingetrieben und der Ather mehrmals 
mit Wasser gewaschen. 

Meist beobachtet man direkt das Porphyrinspektrum. Die 
weitere Reinigung kann in der oft beschriebenen Weise vollzogen 
werden. Nach dieser Methode verarbeiteten wir u. a. Siuglings- 
kot, den wir der Giite des Dr.de Rudder von der hiesigen 
Universitats-Kinderklinik verdanken. In den bis jetzt unter- 
suchten (7) Fallen fand sich im Gegensatz zu Papendiecks’) 
Befunden immer Kopro- neben sehr wenig Kimmerers Por- 
phyrin. Das gleiche Resultat erzielten wir wieder bei einem 
Vegetarianer in Bestitigung der friiheren Untersuchungen. 


Nach Kingabe von Kammerers Porphyrin beobachteten wir bei 


diesem eine Vermehrung von ,,Koproporphyrin“. Der (25 °/, ige) 
Salzsiurewert war 594,6 und 550,2 und wir sind der Ansicht, 
daB es sich hier nicht um Koproporphyrin, sondern um Hamato- 
porphyrin handelt, dessen atherische spektroskopische Werte 
mit Koproporphyrin identisch sind. Ebenso haben wir in der 
Galle von Gallenblasenfisteln, die wir der Gite des Herrn 
Geheimrats Sauerbruch verdanken, Koproporphyrin spektro- 
skopisch beobachtet. Definitive Aufklarung der Verhiltnisse 
wird nur, wie schon éfter hervorgehoben, die Reindarstellung 
der betreffenden Porphyrine bringen. 

SchlieBlich sei noch eine Beobachtung angefiihrt, die bei 
bakteriologischen Versuchen tiber Porphyrinbildung, wenn es 
sich um das Auftreten geringer Mengen handelt, vielleicht 
nicht ohne Wert ist. Mercks Standard I und II, die in der 
Bakteriologie viel zur Bereitung von Nahrbéden verwendet 
werden, enthalten haufig, vielleicht immer, Kimmerers Por- 
phyrin sowie Koproporphyrin nach der spektroskopischen Unter- 
suchung, wie mit Herrn Hilger schon vor etwa Jahresfrist 





1) Diese Zs. Bd. 140, §. 21 (1924). 
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festgestellt wurde. Leider haben wir yon der Firma Merck 
iiber die Bereitungsweise von Standard I und II keine nihere 
Auskunft bekommen kénnen. 


Nachschrift bei der Revision. 


Neuerdings erhielten wir durch das Chemische Zentral- 
blatt Bd. II, 8, 2671 (1924) Kenntnis von der vorliufigen Mit- 
teilung von Eugéne Derrien aus der Sitzung vom 26. 7. 1924 
der Pariser Biologischen Gesellschaft: ,,Uber einige neue 
Tatsachen zur Naturgeschichte der tierischen Porphyrine.‘ 
Derrien findet ebenfalls eine weite Verbreitung der Por- 
phyrine (mittels Fluorescenzreaktion nachgewiesen) und findet 
vor allen Dingen auch Porphyrine bei jungen Siugetieren in 
den Teilen ihres Skeletts, die auf dem Wege der aktiven 
Knochenbildung sind (en voie d’ossification active). Ebenso 
interessant ist die Feststellung tiber die Anhiufung des Por- 
phyrins in der Harderschen Driise von Nageiieron. 

Dies gibt Veranlassung, Versuche schon jeizt mitzuteilen 
deren Verdffentlichung wir erst auf einen ahem Zeitpunkt 
verschieben wollten. 

Wie schon mit Zerweck*) mitgeteilt, haben wir bei 
pernizidser Animie hiufig im Harn und Serum Koproporphyrin 
vermehrt gefunden, eine Beobachtung, die sich seitdem noch 
Ofters bestétigt hat. In einem Fall (H. Karl), den wir dem 
Entgegenkommen von Herrn Geheimrat Friedrich Miller 
verdanken, konnten wir im Harn stark vermehrt Koproporphyrin 
spektroskopisch erkennen. Der Fall kam zum Exitus und es 
war uns durch das Entgegenkommen des Herrn Geheimrat 
Borst méglich, das Knochenmark zu untersuchen. Das frische 
Knochenmark verarbeiteten wir nach unserer Hisessig-Ather- 
methode auf Porphyrin und konnten neben wenig Kammerers 
Porphyrin deutlich spektroskopisch ,,Koproporphyrin“ erkennen, 

Nachdem das Knochenmark insbesondere bei der perni- 
ziésen Animie mit Sicherheit als blutbildendes Organ erkannt 
ist, halten wir den Befund fiir sehr wichtig. Die wahrschein- 





') Diese Zs. Bd. 182, 8. 14 (1924); Bd. 187, S. 229 (1924). 
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lichste Deutung des Porphyrinbefundes ist die, daB die Syn- 
these des Blutfarbstofis hier nicht bis zum Kisenkomplexsalz 
gehen kann, weil das fiir die Synthese des Blutfarbstoffs not- 
wendige Eisen wohl fehlt. Man kénnte auch aus der haufig 
beobachteten Tatsache des Vorkommens von geringen Mengen 
Kimmerers Porphyrin neben Koproporphyrin daran denken, 
daB die Synthese des Koproporphyrins durch Anlagerung von 
Ameisensaure tiber Kimmerers Porphyrin laiaft, wobei auBer- 
dem noch eine partielle Hydrierung erfolgen miiBte. Vel. 
hiertiber VI., [X., sowie XIII. bis XV. Mitteilung iiber Por- 
phyrine, auch Diese Zs. Bd. 187, 8. 182—187. 

Die weitere Untersuchung des Knochenmarks unter 
normalen und pathologischen Bedingungen insbesondere auch 
jugendlicher Individuen wird von ganz besonderem Inter- 
esse sein. 

Wir haben dann noch Protoporphyrin auf sensibilisierende 
Wirkung untersucht und in bis jetzt allerdings nur wenigen 
Versuchen bei weiben Ratten und Miusen nur eine auftallend 
geringe Sensibilisierung konstatieren kénnen. 

Der Nachweis des Porphyrins im Kot der Tiere ist auch 
nur minimal positiv ausgefallen. Immerhin kann man auch 
diese Befunde fiir das physiologische Auftreten dieses Por- 
phyrins im Organismus anfiihren, sei es bei der Synthese des 
Blutfarbstofis, sei es beim Abbau zum Bilirubin. Aber natiir- 
lich miissen die Versuche noch in groBem MaBstab wiederholt 
werden und insbesondere die Sensibilisierungsversuche mit der 
wirksameren Frithjahrs- bzw. Sommersonne wiederholt werden. 
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Ein Beitrag zur Physiologie und Verbreitung der Flavone: 


Von 


G. Klein und 0.Werner. 
(Mit 8 Figuren im Text.) 





(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien Nr. 216 der zweiten Folge.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1924.) 


Die Flavone stellen eine in chemischer Beziehung’) gut 
charakterisierte Kérperklasse dar, ihr physiologisches Verhalten 
aber ist noch wenig studiert. 

Kine Frage, die naturgem&B bei der physiologischen Be- 
handlung der Flavone zuniachst interessiert, ist die, ob es sich 
bei der Bildung derselben um einen gelegentlichen ProzeB 
handelt, oder ob ihr Auftreten oft und gesetzmiBig zu kon- 
statieren ist. Die Beantwortung der Frage nach der physio- 
logischen Rolle der Flavone soll nurjin zweiter Linie die 
korrelative Aufgabe dieser Kérper im Indiyiduum betrachten, 
in erster Linie sollen GesetzmiBigkeiten im Entstehen und in 
der Wandlung aufgedeckt werden. Es ist klar, daB ein seltenes 
Vorkommen im Pflanzenreich wohl kaum zur Lésung der 
letzteren Aufgabe hinreichen wiirde, nach dem es sich un- 
zweifelhaft um in. chemisch-physiologischem Sinn weit ab- 
geleitete Stoffe handelt. Die Wahrscheinlichkeit einer gréferen 
Verbreitung war den Flavonen bereits von G. Klein zu- 
gesprochen worden, welcher den histochemischen Nachweis 
derselben fiihrte.*) Auf Grund dieses Nachweises, dem alle 





) Literaturzusammenstellung in Czapek, Biochemie der Pflanzen, 
2. Aufl. Bd. 3, S. 408—427, Jena 1921; Abderhalden, Biochem. Hand- 
lexikon Bd. 6, 8. 32—74, Berlin 1911; 8. Barger, Chem. Ber. Bd. 35, 
S. 1296 (1902) und Transact. of the chem. Soc. Bd. 5, 8. 99, 1210; 
E. Strecker. Sitzungsber. d. K. Akad. d. Wiss. in Wien Bd. 118, 8. 1879 
(1909); K. Shibata, Bot. Mag. Tokio S. 128 (1915), S. 118, 301 (1916). 

*) G. Klein, Der histochemische Nachweis der Flavone, Sitzungsber. 
d. K. Akad. d. Wissensch. in Wien, Mathem.-Naturw. Klasse, Abt. I, 
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Vorziige einer histochemischen Reaktion, hohe Empfindlichkeit, 
sichere Lokalisation und Eindeutigkeit zukommen, der ferner 
den Vorteil der schnellen und sicheren Ausfihrung fir sich 
hat, war es mdglich, die Verbreitung der Flavone innerhalb 
der Angiospermen zu studieren. Es wurde im besonderen auf 
die Verteilung des Flavons in der Pflanze geachtet, da auch 
diese physiologische Anhaltspunkte geben kann. Ferner wurde, 
soweit dies méglich war, die Konstanz des Auftretens von 
Flavon, in bezug auf Quantitét, bei verschiedenen Individuen 
derselben Spezies untersucht. Dabei wurden wechselnde AuBen- 
bedingungen beriicksichtigt. In der folgenden Zusammen- 
stellung sind von den 600, in allen Organen auf Flavon unter- 
suchten Pflanzen, nur die flavonfihrenden verzeichnet, Es 
wurden nur immer die flavonfihrenden Organe angefiihrt, bloB 
dort, wo wegen nahen verwandtschaftlichen Beziehungen die 
Nichtausbildung in bestimmten Organen besonders auffallig ist, 
auch diese. Die Pflanzen entstammen fast durchweg der ein- 
heimischen Flora und kamen wahrend zweier Vegetations- 
perioden zur Beobachtung.’) 


a) Liste der flavonfiihrenden Pflanzen.’) 


1. Acer monsbessulanum B. ++ (Fliigel der Frucht 0) 

2. 4 pseudoplatanus B. +++, Fitigel der Frucht +++ 

8. Aesculus hippocastanum C. +4+—-4+4++ 

4. Aethusa cynapium Diskus ++++ 

5, Ailanthus glandulosa Bt. +++, B. +++ 

6. Amarantus retroflexus Bt. 0-+ 

1. Angelica silvestris ' Diskus +++, Antheren 0-+, B. 0-++ 
8. Armeria elongata C. +4++++, K. ++ 

9. Aster amellus Pappus ++++ 





) Die krystallisierte Abscheidung wurde einheitlich durch Be- 
handeln mit HCl-Dampf in der Mikrogaskammer bei 40° C. durchgefiihrt. 
Fiir nihere Charakterisierung und annihernde Einteilung der Krystall- 


produkte unter die bekannten Flavone wurden die Léslichkeitsverhiltnisse, 
Fallung und Fiarbung mit FeCl, und Bleiacetat und die Reduktions- 


fihigkeit mit Fehling und AgNO, herangezogen, 


*) Erklirungen der Abkiirzungen: B. = Blatt, Bt. = Bliite, C. = Corolls, 
K. = Kelch, Stgl. = Stengel, W. = Wurzel. 
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46, 
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Aster canus 

»  Linosyris | 

»  salicifolius 

»  Tripolium 
Astragalus onobrychis 


Biscutella laevigata 
Cheiranthus cheiri 
Covium maculatum 
Conringia orientalis 
Convolvulus arvensis 
%) _ sepium 

Cornus mas 
Crataegus oxyacantha 
Coronilla varia 
Cuscuta europaea 

» epithymum 
Cynanchum vincetoxicum 
Delphinium Ajacis 


Delphinium consolida 
Dianthus Carthusianorum 


Dianthus Pontederae 
Epilobium hirsutum 

‘ roseum 
Erigeron acer 

» canadensis 
Erodium cicutarium *) 
Erysimum cheiranthoides 


9 pannonicum 
Euphorbia cyparissias 

e minima 

»  Platyphylla 

” virgata 

‘ esula 

a pannonica 


Evonymus verrucosa 
Fragaria moschata 
Galium cruciatum 





Pappus +++ 


y oer 
sy ee 

C. +++ 

K. +++ 

C. nach Rassen verschieden 0-—+++++ 

Diskus +++ (B. 0, in einem Fall ++ 

C. ++++ 

C. +4-+—-+++++ 

C. ++4+++ 

B. ++++, C. 0-++ 

Bt. ++++ 

C. +4+4++ 

(Stgl. 0) Griffel ++++ 

Stgl. ++++, Griffel ++++ 

Bt., B. und Stgl. +++ 

nach Rassen verschieden in der 
Bt. 0-+++4+, vicariierend mit 
Flavonol und Anthocyan 

Bt. +++ 

C. ++++ (auffallend, wegen der 
groBen, daneben auftretenden 
Anthocyanmengen 

C. ++++ (B. und Stgl. ) 

Griffel ++4+, C, 0, K. ++, B. + 
» 0, C. +++, K..0, B. 0 

B. ++4++ 

B. +4+++ 

Bt., B., Stgl., W. ++-++++ 

C. ++ 

C. ++ 

Hochblitt. unterh. d. Cyathiums +++ 


? ? ”? ” ++ 


” ” ” gy Thtorttt 
” ” ” ” ++ 
”? ” ” ”? 2s ate 

+++ 


” ” ” »? 
B. ++++ (obere Epidermis) 
Bt., B., Stgl., W. u. Fracht+++-++4+++ 
Bt. +-+++, B. +++-++4++ 


1) Das hier festgestellte Flavon ist identisch mit dem von Wimmer 
beschriebenen ,,Phenol“. Wimmer, Chr., Ein neuer krystallinischer 
Inhaltsstoff usw. Ber. d. D. bot. Ges, (1917) 8.591. 
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47, Geranium pratense 


48. 
49. 
50. 
51. 
52. 
53. 
54, 


55. 
56. 
57. 
58. 
59. 
60. 
61, 
62. 
63. 
64. 
65. 
66. 
67. 
68. 
69. 
70. 
71. 
72. 
78. 
74. 
75. 
76. 
TT. 
78. 
79. 
80. 
81. 
82. 
83. 
84. 
85. 
86. 
87. 
88. 
89. 
90. 





0 pyrenaicum 

ra Robertianum 
Geum montanum 

»  urbanum 

Helianthemum obscurum 
Heracleum sphondylium 
Hieracium pilosella 

” setigerum 
Inula britannica 
Libanotis montana 
Lythrum salicaria 
Matricaria inodora 
Neslia paniculata 
Nigella damascena 
Ononis spinose 
Pastinaca sativa 
Peucedanum Cervaria 
Phaseolus vulgaris 
Picris hieracioides 
Polygonum bistorta 


‘ persicaria 

" Convolvulus 
Potentilla anserina 

” argentea 

~ collina 

” glandulifera 

9 reptans 

” supina 


Ranunculus nemorosus 
Raphanus raphanistrum 
Reseda lutea 
Rhamnus cathartica 
Rheum undulatum 
Robinia pseudacacia 
Rosa canina 

»  spinossima 
Rubus Idaeus 

»  orthaeanthus 

»  Vestii 
Salvia verticillata 
Sanguisorba minor 

” officinalis 

Sambucus niger 








Bt, B., Stgl., W.. 444+ 444+ 


Bt., B., Stgl., W. ++++—-t++++ 


B., Stgl. ++-+++ 
Diskus +++, B. 0-++ 
C. +++ 

C. ++ 

Pappus ++ 

Diskus +++, B. ++ 
Bt. +++ 

C. der Strahlbt. +++ 
K.. ++ 

Bt. ++++ 

C. +++ 

Diskus +++ 

Diskus ++++ 

C. 0-—+++ (nach Rassen verschieden) 
Pappus 0-+++- 

C. +++ 

C. ++ —tt+++ 

C. 0-+ 


BL, B., Stgl., W. +++-+++++ 


C. und Antheren +++-++++ 
K, 0-++ 

C. ++—-+4++ 

B. ++++, Fr. +++ 

Bt. ++++ | 

C. +++ 


Bt., B., Stgl. W. und Fr, ++-++++ 


Bt., B., Stgl., W. u. Fr. ++++-+++++ 


K, ++ 
Bt. +++-++++, B., Stgl., W. +++++ 
C. +++ 
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Sedum maximum Bt. +++ 
92. Senecio Jacobaea Hiillblatter ++ 
98. Seseli annuum Diskus +++ “ 
94. ,, hippomarathrum Hiillchen, Disk., Antheren +++—}+++ 
95. ,  varium Diskus +++ 
96. Sinapis arvensis C, +-++ 
. 97, Sisymbrium sp. C. +++ 
q 98. Solidago serotina Bt. +++, B. ++-++, Stgl. + 
99. Sorbus aria Bt. ++ 
100. Tamarix gallica C. +++ 
101. Telima sp. C. +++, B. +-++ 
102. Thalictrum aquilegifolium Antheren ++++ 
103. Trifolium campestre B. +++ 
104, “ pannonicum C. ++++ 
105. Vicia sp. B. und Ranke +++ 
106. Viola arvensis C. +4++4++ 
107. ,, lutea C. +++++ 
108. ~~ ,, alba C. 0 
109. ,, _ tricolor C. O-++-+4++ 
110. ,, odorata C. 0 (Knospen 0-+++++-0) 
111. ,, Riviniana C. ++ (Knospen 0-+++++-++) 
: 112. ,, hirta C. 0-++-(Knospen 0-+++++-0) 
| b) Reaktionsliste. 
: Ammo-} Alkohol. 
Krystallprodukt | Alkali |Fehling| niak. | Blei- inves Be- 
AgNO,| acetat eCl, | merkung 
i 4 groBe NH, heiB | kalt gelb- | rotbraun oa 
lichtgelbe traubige | orangerot braun 
Konkretionen 
7 lichtgelbe traubige | desgl. | desgl. | desgl.| desgl. desgl. — 
Schollen, Sphiirite 
8 kleine gelbe NH, heiB | kalt | braun griin _ 
Kérner 
®— 18] kleine dunkelgelbe NH, heiB | kalt | braun | dunkel- ~~ 
| Sphirite gelb braun 
15 | filzige Nadelsterne,| NH, heiB | hei8 | rotbraun|  griin- 
: Sphirite tiefgelb schwarz 
16 Sphirite desgl. | desgl. | desgl.| desgl. desgl. — 
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Fortsetzung. 
Ammo-| Alkohol. ) 
Krystallprodukt | Alkali |Fehling| niak. | Blei- Peg Be @ 
AgNO, acetat Fe 1, merkung 5) 
17 | hellgelbe traubige | NH, | heiS | kalt | gelb- |rotbraun} — 
Konkretionen orangerot] . braun A 
18 gelbe Sphirite NH, | hei8 | hei8 | rotbraun| . griin- - & 
tiefgelb schwarz 
19, 20] gelbe Nadelbiischel | WH, heiB | kalt |  gelb- grin — He 
und Sphirite gelb braun | 
23 | gelbe Nadelsterne, NH, hei8 | kalt |rotbraun} grin -— §° 
oft kammférmig gelb | 
angeordnet ' 
24, 25] Nadela, Nadel- NH; heiB | kalt | braun- griin- — § 
sterne, Sphirite tiefgelb schwarz | braun : 
27, 28} Nadelbiischel, NH, kalt | kalt | orange-| gelb- a a 
Sphirite gelb gelb braun BE, 
29, 80] gelbbraune Korner} NH, | heiS | kalt | braun- | grin- — pie 
und Schollen —[ritrongelb schwarz | braun ) 
106 
81, 32] gelbe Kérner und | NH, lang-| heiB | kalt | braun grin — i 
Krystillchen sam gelb 
38, 34] gelbe Sphirite NH, | heiB | kalt | braun- | griin = 
tiefgelb schwarz . 
85 gelbe Schollen, KOH | hei® | kalt | braun- | griin- | Krystall-) 
Zerrformen gelb stark schwarz | braun | produkt} 
in NH, 
| unléslich 
36, 37 Sphiirite NH, hei8 | hei8 | rotbraun|  griin- —_ 
gelb | schwarz 
38-43] Schollen, Kérner NH, hei8 | kalt | braun- griin- a 
gelb schwarz | braun 
47-49] gelbe Schollen, KOH | hei® | kalt | braun- |  griin- NH, 
Zerrformen gelb stark schwarz | braun | unldslich 
50, 51 desgl. desgl. | desgl. | desgl.| desgl. desgl. desgl. 
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Ammo-| Alkoh. 
Krystallprodukt | Alkali |Fehling] niak.| Blei- — 
a AgNO,| acetat — 
kung ' , 
57 | hellgelbe Schollen, NH, hei8 | kalt gelb- | rotbraun _ 
a Sphirite orange braun 
og |gelbbraune Schollen| KOH | hei® | kalt | braun- griin- NH, 
und Kérner gelb schwarz | braun | unldslich 
~ B60 Kérner und NH, hei8 | hei8 | braun- |  griin- _ 
Sphirite gelb rot schwarz 
— 61 Nadelbiischel, NH, kalt | kalt | orange- gelb- —_ 
Schollen gelb gelb braun 
_ (64 | traubige Schollen NH, hei8B | kalt gelb- |rotbraun} — 
orangerot braun 
0-15}  gelbe Schollen, KOH | hei® | kalt | braun- |  griin- NH, 
Zerrformen gelb stark schwarz | braun | unléslich 
4 e, 83 desgl. desgl. | desgl. | desgl.| desgl. desgl. desgl. 
_ +86 desgl. desgl. | desgl. | desgl.| desgl. | desgl. | desgl. 
ee, 89 desgl, desgl. desgl. | desgl.} desgl. desgl. desgl. 
_ |#102 | Nadeln, Sphirite NH, kalt | kalt | orange- | gelb- ~ 
gelb gelb | braun 
106 bis Nadelsterne, NH, hei8 | kalt | rotbraun | olivgriin _ 
e jil2 Sphiirite gelb 
: Flavon kann in jedem Organ, was zunichst die Verteilung 
ait! anlangt, in Blatt, Stamm und Wurzel ausgebildet werden. 
‘ukt) Am haufigsten tritt es in den Korollblittern und tiberhaupt 
1H, | in den Organen des Schauapparates (bei Rannaculaceen in den 
lich zum Schauapparat gewordenen Sepalen) auf. Auch in Friichten 
- findet sich Flavon oft reichlich. Das Auftreten in den vege- 
tativen Blittern ist seltener, als in den Teilen der Bliite, die 
: von Blattern abgeleitet sind. In Achsen kommt Flayon nicht 
hiufig und gewdéhnlich in geringerer Menge vor als.in Blattern 
4 und im Schauapparat. Das Auftreten in unterirdischen Organen, 
"*"{  Wurzeln und Wurzelstécken, konnte bisher bloB bei den 





Rosaceen und Geraniaceen konstatiert werden. 
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Bei den meisten Vertretern dieser Familien fihren auch 
die oberirdischen Organe und fast alle Teile der Blite mehr 
oder minder reichlich Flavon, Sanguisorba, Potentilla, Geum- 
und Rubusarten sind in allen ihren Teilen férmlich tber- 
schwemmt mit Flavon. Soweit mikrochemisch bestimmbar, 
handelt es sich bei allen Rosaceen um dasselbe Flavon. 

Von dem Typus der zwei genannten Familien existieren 
zahlreiche Uberginge bis zur engsten lokalen Beschrankung. 
'So wie dort das haufige Auftreten in allen Organen direkt 
fir die Familie charakteristisch ist, so ist auch ein bestimmt 
lokalisiertes manchen anderen Familien, bzw. Genera derselben 
eigentiimlich. Bei vielen Umbelliferen ist der Diskus reichlich 
flavonfiihrend (Apiin), wahrend die ganze iibrige Pflanze flavon- 
frei ist. Bei wenigen Umbelliferen nur ist im Diskus, eventuell 
auch in anderen Teilen der Bliite und in den vegetativen 
Blattern die Fahigkeit vorhanden, den Farbstoff zu produzieren. 
Bei Cruciferen fiihren meist nur die Bliitenblitter Flavon, nur 
bei wenigen Spezies wurden auch die Kelchblatter flavon- 
fihrend gefunden, wihrend bei allen untersuchten Angehérigen 
dieser Familie die anderen Organe flayonfrei sind. Zweifellos 
tritt in diesen Familien die Tendenz hervor, Flavon in Organen 
bestimmter physiologischer Sonderstellung zu _ produzieren. 
Sehr bemerkenswert ist aber, daB manchmal auch in Organen 
anderer physiologischer Stellung Flavon auftritt. 

Noch deutlicher ist die gesetzmiBige Ausbildung von 
Flavon in den gleichen Organen innerhalb von Gattungen. 
So fihren Aster Linosyris, A. salicifolius, A. canus, A. Amellus 
und A. Tripolium nur im Pappus Flavon. Erigeron canadensis 
und acer bilden in den Blattern Flavon aus. Innerhalb der 
Familie der Kompositen aber kann Flavon in den ver- 
schiedensten Organen vorkommen, z. B. Solidago serotina in 
Blattern, Hillblattern, Korollblattern und Pappushaaren, Senecio 
Jacobaea nur in den Hiillblattern. Bei verschiedenen Kuphorbia- 
arten wird Flavon in den Hochbilattern unterhalb des Cyathiums 
ausgebildet. Diese spezifisch lokalisierte Flayonausbildung gibt 
gleichzeitig die Erklarung fiir das auffallige Auftreten von 
Anthocyan in denselben Hochblittern (Schauapparat) ver- 


Ein Beitrag zur Physiologie und Verbreitung der Flavyone. 17 


wandter Euphorbiaarten. Poinsettia pulcherrima fihrt nur 
Anthocyan! Bei allen untersuchten Violaarten (auBer Viola 
alba) tritt in den Korollblattern, zumindest in einem bestimmten 
Entwicklungsstadium derselben Flavon auf. Soweit mikro- 
chemisch festzustellen ist, handelt es sich bei verschiedenen 
Spezies derselben Gattung, ohne Riicksicht auf die Lokalisation 
meist um chemisch dasselbe Flavon. 

Ks ist, wie dies bei einem chemisch-physiologisch stark 
abgeleiteten Stoff nicht wundernehmen darf, manchmal auch 
der Fall zu konstatieren, daB innerhalb einer Familie oder 
Gattung nur vereinzelt oder seltener Flavon vorkommt. Es 
sei aber betont, daB bei einem Vergleich des Flavons mit dem 
zweifellos verwandten Anthocyan im allgemeinen dem ersteren 


eine gréBere Konstanz des Auftretens innerhalb bestimmter, 


weiterer oder engerer Verwandtschaftskreise zukommt. Dabei 
ist wichtig, daB Flavon immer nur vor Anthocyanausbildung, 
nie nach dieser im relativen Maximum auftreten kann. 

Die relative Quantitét des gebildeten Flavons ist in gleichen 
Organen desselben Alters unter denselben auBeren Bedingungen 
oft ziemlich inkonstant. Manchmal machen sich auch Unter- 
schiede an den gleichen Organen desselben Individuums be- 
merkbar (Amarantus retroflexus, Euphorbiaarten, Umbelliferen). 
Fiir diese Inkonstanz kénnen nur innere Ursachen unbekannter 
Natur verantwortlich gemacht werden. Es gibt aber auch 
Arten, welche Schwankungen im Flavongehalt in sehr ge- 
ringem Ma8e unterworfen sind (Sanguisorba officinalis). 

Anderungen des Flavongehaltes, welche durch das Alter 
bedingt sind, weist jedes flavonfiihrende Organ auf. Am augen- 
falligsten sind die Differenzen, deren Eintreten gewdhnlich 
annihernd durch die 3 Phasen des Wachstums gekennzeichnet 
erscheint. Bei einer rasch wachsenden Wurzel von Sanguisorba 
officinalis sind die diesbeztiglichen Verhiltnisse folgende: In 
der Zone des embryonalen Wachstums ist der relative Flavon- 
gehalt sehr hoch (++ +++), sinkt in der Zone der Streckung 
stark (+ +-), wahrend er in der Zone der inneren Ausbildung 
stetig gegen das basale Ende wieder hoch ansteigt (+ + ++ +). 
Die absolute Menge erscheint schatzungsweise in der Zone 
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der Streckung nur wenig gegentiber der Zone des embryonalen 
Wachstums vermehrt, wiichst aber in der Zone der inneren 
Ausbildung entsprechend der Verlingerung des Organs un- 
gemein stark an. Das entspriiche einer raschen Bildung von 
Flavon in den embryonalen Zellen, einer Aufteilung des relativ 
groBen gebildeten Quantums unter geringer Vermehrung in 
den: Zellen der Streckungszone, welche also nicht so rasch 
Flavon zu produzieren vermégen, und einer langsamen Ver- 
mehrung durch die Alteren Zellen der dritten Zone. Je jiinger 
cie Zelle ist, desto rascher kann sie Flavon produzieren. Die 
unwahrscheinliche Annahme, da8 eine Anreicherung durch 
Wandern des Flavons an einen bestimmten Ort erreicht werden 
kénne, soll spaiter noch diskutiert werden. Vorliufig soll an- 
genommen werden, dab Flavon nur auf dem Wege der Zell- 
teilung aus einer Zelle in die andere gelangen kann, und dab 
es in der Zelle verbleibt, in welcher es gebildet wird. Dab 
Flavon bereits in der nicht vakuolisierten embryonalen Zelle 
auftritt, beweist seine Entstehung im Plasma. 

Dieselben Beobachtungen, wie an der Wurzel, kiénnen wir 
auch am rasch wachsenden Blatt, weniger eindeutig am Stengel 
von Sanguisorba officinalis machen. Bei entsprechend lang- 
samem Wachstum der Organe sind die relativen Mengen in 
allen 3 Phasen gleich groB (++ +-+ +). Dies ist verstindlich, 
da die Zellteilung dann eben eine so langsame ist, daB trotz 
abnehmender Geschwindigkeit der Flavonproduktion mit dem 
Alter der Zellen eine fiir jede Zelle maximale Menge gebildet 
werden kann. Fir die Verzégerung des Wachstums kommen 
als Faktoren Herabsetzung der Temperatur und Luftfeuchtig- 
keit in Betracht. Es ist bemerkenswert, daB8 Faktoren, die 
das Wachstum hemmen, die Flavonproduktion nicht berihren. 

Der an Sanguisorba officinalis geschilderte Fall, wo in 
allen Organen in den 3 Perioden des Wachstums Flavon vor- 
handen ist, und jedenfalls in der Hauptsache nur Flavon und 
kein anderer verwandter Kérper produziert wird, steht ziemlich 
vereinzelt da und konnte nur noch bei einigen Rosaceen 
(Potentilla supina, anserina, reptans, Geum urbanum und Rubus 
Tdaeus) konstatiert werden. Viel hiaufiger kommt es vor, dab 
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nur innerhalb einer bestimmten Wachstumsperiode in be- 
stimmten Organen oder Organteilen Flavon ausgebildet wird. 
Stets wird es sich aber dann um eine Wechselausbildung 
zwischen diesem und verwandten Stoffen handeln. 

Interessant ist es in dieser Beziehung, die Entwicklung 
einer gelb und einer rotbraun blihenden Goldlackrasse zu be- 
trachten. Bei einer Bliitenblattlange bis zu 2 mm ist weder 
bei der einen, noch bei der anderen Rasse Flavon zu kon- 
statieren. Bei 2 mm Linge beginnt bei der rotbraunen Rasse 
die Flavonbildung plétzlich und steigt bis etwa 4 mm sehr 
rasch an (bis ++-+-+-+) Von 4mm an tritt bei den bis 
dahin gelblichen Blitenblattern Anthocyanfarbung auf, welche 
mit dem Wachstum steigend zur tief rotbraunen Fiarbung, 
einer Mischfarbe von Carotin und Anthocyan fihrt. Propor- 
tional dem Steigen des Anthocyangehaltes fallt der Gehalt an 
Flavon bis auf Null. Bei der gelben Rasse beginnt von 
7—8 mm an die Ausbildung von Flavon und erreicht nach 
dem Aufbliihen eine Hohe, die relativ maximal oder auch 
nicht einmal so groB ist (+++ —+++++). Von der 
gelben zur rotbraunen Rasse existieren zahlreiche Ubergangs- 
typen, welche die Wechselausbildung von Flavon und Antho- 
cyan erkennen lassen. Die nachstehende Kurvendarstellung 
gibt schematisch die Flavon- und Anthocyanschwankungen in 
bezug auf die relativen Mengen wibrend der verschiedenen 
Entwicklungsstadien rotbrauner bis gelber Goldlackbliiten 
wieder (Fig. 2 und Fig. 3). Auf der Abszisse Korollblattlange 
in Millimeter, anniherungsweise, da der Nagel des Korollblattes 
flavonfrei ist; auf der Ordinate die relative Flavonmenge, 
wobei [— V= + — +4444. 

Ans dieser Beziehung zwischen Flavon und Anthocyan 
geht hervor, daBb hier Anthocyan aus Flavon gebildet wird. 
Nach der Menge des gebildeten Anthocyans kann man an- 
nehmen, daB hier aus dem Flavon in der Hauptsache nur 
Anthocyan und kein anderer Koérper entsteht. Bemerkenswert 
ist, daB die Flavonbildung um so schneller erfolgt, je jiinger 
die Zellen sind, in welchen dieselbe vor sich geht. Nachdem 


die Untersuchungen bei Sanguinsorba bereits gezeigt haben, 
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daB auch die jiingsten Zellen -des Vegetationspunktes bereits 
Flavon fihren kénnen, liegt der Gedanke. nahe, daB die noch 
nicht Flavon enthaltenden, ganz jungen Bltitenblitter des 
Goldlacks bereits eine dem Flavon nahe verwandte Vorstufe 
fihren kénnten. Als solche kime am ehesten ein Flavonol 











in Betracht. Tatsichlich weist auf das Vorhandensein 
eines solchen die Gelbfirbung mit Ammoniakdimpfen nach 
Shibata hin. 

Das Flavon in der Bliite des Goldlacks ist also eine 
Stufe innerhalb verwandter Kérper; das Zustandekommen 
gerade dieses Farbstoffes in einer bestimmten Entwicklungs- 
periode hingt wesentlich von inneren Ursachen ab. | 

Bei der Wechselausbildung von Flayvon und Anthocyan ist 
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die Summe der relativen Mengen beider in jedem Stadium der 
Entwicklung schitzungsweise konstant, wie aus Fig. 2 und 3 
leicht ersichtlich ist. Die absolute Menge des bis zum Ein- 
treten der Anthocyanausbildung produzierten Flavons wiirde 
bloB einem Teile der schlieBlichen absoluten Anthocyanmenge 
entsprechen. Tatsichlich wird. auch von jenem Punkte an die 
absolute Flavonmenge noch eine Zeitlang vermehrt. 

Fir den horizontal verlaufenden Teil von 4 in Fig. 3 
kénnte das Auftreten von Flavon im Sinne eines so rasch 
verarbeiteten Zwischenproduktes, das jedoch immer nur in geringen 
Mengen produziert wird, angenommen werden, dab die Empfind- 
lichkeit des Nachweises nicht hinreicht, um dasselbe zu fassen. 
DaB die Schnelligkeit der Umwandlung von Flavon in Antho- 
cyan mit dem Alter der Zellen abnimmt, ist klar aus dem 
immer flacher werdenden Verlauf von 4 bis F in Fig. 8 
ersichtlich. 

Wie ein Vergleich von Figg. 2 u. 3 zeigt, fallt der Zeit- 
punkt des Entstehens von Anthocyan mit dem Zeitpunkte der 
relativ starksten Flavonausbildung zusammen. Bei den Rassen 
F und G ist diese erst erreicht, nachdem das Wachstum der 
Blitenblatter beendet ist. Dementsprechend findet hier keine 
Anthocyanbildung statt. Das Flavon ist Endprodukt. Bei 
den Rassen C, D und E findet sich in den Bliitenblittern nach 
Abschlu8 des Wachstums ein Gemisch von Flavon und Antho- 
cyan in je nach der Rasse stark wechselndem Verhiltnis. Bei 
den®*Rassen A und B ist Anthocyan alleiniges Endprodukt. 

Genau so wie der Filavongehalt um so langsamer steigt, © 
je spaiter die Flavonbildung einsetzt, so steigt auch der Antho- 
cyangehalt um so langsamer, je spater Anthocyanbildung 
einsetzt. 

_ Es liegt der Gedanke nahe, da$ die Bildung von Flavon 
aus seiner Vorstufe denselben GesetzmiBigkeiten unterworfen 
ist, wie die Bildung von Anthocyan aus Flavon. 

Fir den Nachweis von Flavonol wurde die Reaktion von 
Shibata als einzige mikrochemische Methode, welche in Betracht 
kommt, die Gelbfarbung flavonolfiihrender Gewebe mit NH,- 
Dampfen herangezogen. Die Probe ist keineswegs eindeutig, 
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auch Flavon und Anthocyanpseudobase geben dieselbe Gelb- 
farbung, jedoch sind diese auf Grund ihrer guten Nachweis- 
barkeit auch bei Nebeneinandervorkommen auszuschalten. Es 
kénnen aber andere, auch mit den genannten nicht verwandte 
Kérper, die Eindeutigkeit der Reaktion beeintrichtigen, da die 
Zahl der Pflanzenstoffe, welche mit NH,-Gelbfarbung geben, 
keineswegs eine geringe ist. Sofern aber solche Stoffe nicht 
in Betracht kommen, wie das bei Cheiranthus der Fall ist, 
sondern nur Flayon neben nachzuweisendem F'lavonol kann 
man sich der Reaktion von Shibata sehr wohl bedienen. Durch 
Vergleich der Intensititen der Gelbfarbung in verschiedenen 
Stadien der Bliitenblitter und Subtraktion des relativen Flavon- 
gehaltes kommt man zu den in Fig. 1 wiedergegebenen relativen 
Flavonolmengen. Bemerkenswert ist, daB fiir alle Rassen der 
Zeitpunkt der Flavonolentstehung sehr nahe nebeneinander. 
liegt (0,2—0,8 mm Bliitenblattlange) und daB eine mindeste 
Verschiebung dieses Punktes das Verhiltnis der Endprodukte 
im ausgebildeten Bliitenblatte weitgehend verschiebt, wie aus 
Figg. 1, 2 und 8 ersichtlich, und in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt ist. 












































Rasse | B.-Fll. B.-FL B.-A. E.-Fil. E.-Fl. | E.-A. 
A 0,2 2 4 0 0 V 
B 0,4 8 6 0 0 V 
6. 0,5 4 9 0 IT (+) III (-) 
D 0,6 (--) 5 12 0 lil (--) I (+) 
E 0,6 (+) 6 16 0 VO) 0 (+) 
¥ 0,7 7 — 0 V 0 
G 0,8 (-). 8 — Ii) III (+) 0 
B.-Fll. = Bliitenblattlinge in Millimeter bei Beginn der Flavonolbildung. 
B.-Fl. = Bliitenblattlinge in Millimeter bei Beginn der Flavonbildung. 
B.-A. = Bliitenblattlinge in Millimeter bei Beginn der Anthocyanbildung, 
E.-Fil., E.-Fl., E.-A. = Menge des Endproduktes an Flayonol, Flavon, 


Goldlack gelten, folgende: 


Anthocyan in der fertigen Bliite. 


Danach sind die GesetzmiBigkeiten, welche fiir das Ent- 
stehen und die Umwandlung des Flavons in der Bliite vom 


1. Der Zeitpunkt des Entstehens von Flavon fallt mit 
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dem Moment, in dem die relativ maximale Menge seiner Vor- 
stufe, wahrscheinlich eines Flayonols, erreicht ist, zusammen. 

2. Die relative Flavonmenge wichst um so schneller an, 
je friher die Flavonbildung beginnt; proportional wird die 
Menge der Vorstufe vermindert. 

8. Ist das relative Maximum der Flavonbildung erreicht, 
so tritt unter proportionaler Verminderung der Flavonstufe 
Anthocyan auf, welches um so schneller gebildet wird, je 
friiher sein Entstehen erfolgt. 

4, Die relativen Summen von Flavonol, Flavon und 
Anthocyan sind schitzungsweise vom Zeitpunkt der relativ 
maximalen Flavonolbildung an in jedem Stadium der Ent- 
wicklung des Bliitenblattes gleich. 

Die beim Goldlack gefundenen GesetzmiBigkeiten lassen 
sich ebenso bei anderen Pflanzen ermitteln, welche Vorstufen 
des Flavons in faBbarer Form, Flavon als intermediir an- 
gereichertes Zwischenprodukt oder Endprodukt und eventuell 
Anthocyan als letzte Stufe fiihren. In diesem Sinne wurden 
Bliiten verschiedener Violaarten, Epilobium roseum, Delphinium 
Ajacis-Rassen, Armeria elongata usw. studiert und dhnliche 
Verhaltnisse gefunden. 

Ks wird je nach Familie, Art, Rasse, vielfach auch Sippe 
und vielleicht Linie, im allgemeinen je nach der physiologi- 
schen Stellung der Gewebe verschieden sein, ob Flavonol, 
Flavon, Anthocyan und niahere Verwandte dieser tiberhaupt 
auftreten oder nur die ihnen vorangehenden allgemeinen Grund- 
kérper ihres Aglykons als solche oder zufolge der gegebenen 
chemischen Méglichkeiten nach anderen Richtungen ausgebaut. 
Unsere faktischen chemisch-physiologischen Kenntnisse sind 
noch sehr liickenhaft. Jedenfalls handelt es sich in allen 
Fallen nur um sekundére Verinderungen an Nebenprodukten 
des aufbauenden Stoffwechsels im weiteren Sinne. Da8 inner- 
halb von gréBeren oder kleineren Verwandtschaftskreisen tiber- 
einstimmende Verinderungen im Gang dieser sekundiren Ver- 
Anderungen sich vorfinden, z. B. daB einheitlich Flavon End- 
produkt oder intermediir angereichertes Zwischenprodukt ist, 
wurde an der Hand von Beispielen gezeigt. 
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Im folgenden sollen die Veranderungen besprochen werden, 
die der Flavongehalt mit dem Altern der Organe und in Ver- 
bindung mit dem Wechsel der AufSenbedingungen innerhalb 
einer Vegetationsperiode erleidet. Blatt, Wurzel und Achsen- 
teile von Sanguisorba officinalis und anderen Rosaceen fihren 
unter normalen AuBSenbedingungen wihrend einer ganzen 
‘Vegetationsperiode, bzw. der mehrjihrige Wurzelstock wihrend 
seiner ganzen Lebensdauer eine relativ gleich groBe Menge 
von Flavon (mit den oben geschilderten Abweichungen). Erst 
beim Absterben der Organe im Herbst tritt Umwandlung des 
Flavons wahrscheinlich in Catechin ein. Den Winter iiber- 
dauernde Blatter von Erodium cicutarium zeigten keine Ver- 
minderung des Flavongehaltes. Im allgemeinen wird Flavon, 
wenn es in Dauergeweben als Endprodukt auftritt, in weiterer 
Folge im lebenden Gewebe nicht oder nicht stark verandert. 
Ausnahmen konnten nur selten konstatiert werden; so nimmt 
gegen den Sommer zu der Flavongehalt der alten Blatter von 
Liriodendron tulipifera stark ab. Ein schwaches Abnehmen 
des Flavongehaltes vom Scutellaria gegen den Herbst zu wurde 
bereits von Strecker’) konstatiert. Hingegen zeigen Gewebe 
von sehr kurzer Lebensdauer, abgefallene Blitenblatter ‘von 
Robinia pseudacacia, von Violaarten, Rubus usw. keine Ver- 
minderung des Flavongehaltes. Eine einjaihrige Kultur von 
Viola lutea lieferte vom Mirz bis. zum September Bliiten mit 
durchschnittlich gleichem Flavongehalt. Die ersten Blatter 
von Erigeron canadensis und acer oder von Solidago serotina 
zeigen dieselbe Flavonmenge wie die zuletzt angelegten. — 

Ks schien zunichst notwendig, eine Analyse der Faktoren 
vorzunehmen, welche eine Anderung im Gehalt bedingen kénnen. 
Wurzelstécke von Sanguisorba officinalis wurden im Frihjahr 
im Dunkeln und im Licht bei einer durchschnittlichen Tem- 
peratur von 15 und 25° bei hoher Luftfeuchtigkeit und bei 
méglichster Herabsetzung derselben zum Austreiben gebracht. 
Sowohl die im Licht als auch die im Dunkeln gewachsenen 
Wurzeln und Sprosse zeigten die relativ gleiche Flavonmenge. 





1) Strecker, a. a. O. 
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(Nur bei den unter 25° und hoher Luftfeuchtigkeit im Dunkeln 
gewachsenen Wurzeln und Blattern zeigte sich die oben ge- 
schilderte Verminderung des Flavongehaltes in der Phase der 
Streckung.) Die unter diesen Bedingungen gehaltenen Rhizom- 
teile hatten die Reservestofistirke nach 4—6 Wochen auf- 
gebraucht, nach 5—7 Wochen trat Abnahme des Flavongehaltes 
ein, dieser sank nach 6—10 Wochen auf Null und zu dieser 
Zeit wurde auch das Wachstum der Wurzeln und Sprosse 
sistiert. Eine Abnahme des Flavongehaltes in den Sprossen 
konnte nicht konstatiert werden. Die Abnahme des Flavon- 
gehaltes im Rhizom ging Hand in Hand mit dem proportional 
vermehrten Auftreten eines Stoffes, der mit Dimethylamino- 
benzaldehyd die fiir Phloroglucotannoide charakteristische Rot- 
farbung gab und welcher wahrscheinlich das Umwandlungs- 
produkt des Flavons darstellt. 

Die im Freien und im Glashaus normal im Licht weiter- 
kultivierten Pflanzen zeigten keine Verschiebungen im Flavon- 
gehalt. Die roten Bliiten fiihren neben entsprechend ver- 
mindertem Flavon Anthocyan. : 

Grenzversuche, mehrwoéchentliches Ausfrieren der Rhizome 
im Winter, sowie 10tagige Kultur im dunkeln Thermostaten 
bei 32° brachten keine Anderung hervor. 

Wiirfel von etwa 2 cm*® GréBe, aus dem Rhizomgewebe 
ausgeschnitten, zeigten in n/100-CaCl,-Lésung nach Verweilen 
im Thermostaten bei 32° durch 2—3 Tage keine auch nur 
geringfiigige Abnahme des Flavongehaltes, in n/100-KCl-Lésung 
war die Abnahme stark, aber auf Kosten der in die Lésung 
diffundierten Flavonmenge, nicht durch Umwandlung des Flavons 
erfolgt. 

Daraus, da® erst nach Auflockerung der Grenzschichten 
in den Zellen Flavon diffundieren kann, erwichst wieder die 
Wabrscheinlichkeit, daB der Kérper unter normalen Zell- und 
Plasmaverhiltnissen nicht wandern kann. Das Flavon in den 
Organen von Sanguisorba officinalis ist also ein sehr stabiler 
Kérper, welcher auch durch Kinwirkung extremer Aufen- 
bedingungen im lebenden Gewebe nur dann verandert wird, 
wenn die Pflanze im Hungerzustande ist. 
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Kine Verainderung im Flavongehalt trat ebenfalls sehr 
spit bei Saponariasprossen ein, die in Hungerzustand versetzt 
wurden. Saponaria fihrt nur in den oberirdischen Organen 
und zwar hauptsichlich in den Blattern Flavon (Saponarin). 
Das relative Maximum in diesen ist bei einer Lange von etwa 
5 mm erreicht und nimmt bis zur vollen Ausbildung des Organes 
nicht ab. Der Nachweis des Saponarins wird in der von 
Klein angegebenen Weise’) gefihrt. Das erhaltene Produkt 
ist so auffallend und charakteristisch, da8 es sich fiir unsere 
Studien besonders eignete. 

In Leitungswasser, am Licht, teilweise und ganz ver- 
dunkelt kultivierte Sprosse zeigten nach 6 Wochen einheitlich 
in den noch iiberlebenden und in den neugebildeten Blattern 
ein volistandiges Schwinden des Saponaringehaltes. In allen 
Fallen aber traten in einer dem relativen Saponarinmaximum 
entsprechenden Menge bei Behandlung mit Jod—Essigsiure 
gelbe, nicht jodgefirbte Nadeln eines Kérpers auf, welcher als 
mit dem Saponarin verwandt angesprochen werden mu® (viel- 
leicht Vitexin). Die relative Menge dieses Kérpers erscheint 
nimlich beim Verfolgen der Abnahme des Saponaringehaltes 
diesem proportional vermehrt. Alkalien lésen die gelben Nadeln 
tiefgelb, Fehlingsche Lésung und Silbernitrat werden heiB 
reduziert, Eisenchlorid fallt griinblau, Bleiacetat braunschwarz. 

Auch hier wird also das Flavon an Ort und Stelle im 
Hungerzustande verindert. Kinige inzwischen bewurzelte, 
flavonfreie Sprosse dieser Serie wurden in Knopscher Nahr- 
lésung weitergezogen. Die aus der Kultur in Leitungswasser 
bei ungentigender Bewurzelung hervorgegangenen Stickstoff— 
Hungerpflanzen hatten innerhalb von 8 Wochen ein reiches, 
gesundes Wurzelsystem und zahlreiche normale Sprosse hervor- 
gebracht. Die von friher am Leben gebliebenen und die 
frisch ausgebildeten Blitter zeigten nach dieser Zeit wieder 
Saponarin im relativen Maximum, bei proportionaler Ver- 
minderung bzw. Nichtausbildung des vorhin beschriebenen 
Kérpers. Ob mit diesem das Aglykon des Saponarins, das 
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Vitexin, oder ein anderes Umwandlungsprodukt vorlag, konnte 
nicht eindeutig entschieden werden. 

Eine schnellere Umwandlung des Saponarins in diesen 
Kérper konnte durch Schwimmenlassen von Blattern auf n/100- 
KCl oder n/200-MgCl,-Lésung erreicht werden. Bereits nach einer 
Woche war hier fast alles Saponarin in den verwandten Kérper 
iibergefithrt, wihrend Blatter auf n/100-CaCl,-Lésung diese 
Umwandlung nicht zeigten. 

Pflanzen von Cuscuta epithymum zeigten gleichfalls eine 
Verinderung ihres Flavongehaltes nur im Hungerzustande. 
Im Licht oder Dunkel gezogene Keimlinge wiesen bis etwa 
5 mm Linge einen gleichmiBigen Flavongehalt im Stengel 
(nimlich V) auf. Auch die jiingsten embryonalen Zellen des 
Vegetationspunktes zeigen bereits Flavon in dieser relativen 
Quantitat. Kultiviert man nun diese Keimlinge ohne Wirt 
weiter, so kénnen sie eine Linge bis zu 20 cm erreichen. Im 
basalen Teil sinkt der Flavongehalt stetig, bei einer Linge 
von etwa 10cm fihrt nur mehr der Vegetationspunkt und 
eine Zone bis 2 mm unterhalb desselben den Farbstoff. Beim 
weiteren Wachstum schwindet der Farbstoff auch hier voll- 
kommen. Auch bei Cuscuta handelt es sich nur um Um- 
wandlung des Flavons in eine nahe verwandte Stufe, da die 
Gelbfarbung mit NH,-Dampfen in allen Teilen immer eine 
gleich intensive bleibt. Wird der Hungerzustand aufgehoben, 
indem man den Pflinzchen einen Wirt bietet (Klee), so tritt 
nach Ausbildung der Haustorien zunichst in der Nachbarschaft 
dieser Flavon auf. 

Es war zu erwarten, daB geringfiigige Anderungen der 
AuBenbedingungen ein wesentliches Schwanken des Flavon- 
gehaltes nicht bedingen kénnen. Auch Verschiedenheiten des 
natiirlichen Standortes (Boden, Feuchtigkeit, Licht) verindern 
den Flavongehalt nicht. Hungerkulturen aber und die nicht 
iquilibrierten K- und Mg-Salze bedingen, wie Experimente 
zeigten, Verschiebungen im Flavongehalt. 

In einem Fall aber konnte eine Auswirkung geidnderter 
Standortsverhaltnisse auf die Ausbildung des Farbstoffés fest- 
gestellt werden. Viola lutea wurde durch zwei Vegetations- 
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perioden hindurch in gut gediingtem, relativ feuchtem Boden 
unter normalen Lichtverhiltnissen kultiviert. Die Samen 
stammten von einem Bestande dieser Pflanzen auf einem 
trockenen Kalkberge (Pollauer Berge). Bliiten vom natiirlichen 
Standort fiihrten in der Regel in allen Bliitenblittern die 
relativ maximale Flavonmenge V. Sehr selten kam es vor, 
daB (bei 1—2°/,) die zwei obersten Bliitenblitter etwas Antho- 
cyanpseudobase oder Anthocyan ausbildeten, wobei der Flavon- 
gehalt héchstens auf IV sinken konnte. Im ersten Jahre der 
Kultur unter den oben genannten Bedingungen stieg der 
Prozentsatz der abweichenden Bliiten etwas an (5°/,). Im 
zweiten Jahre aber war die Zahl dieser bedeutend gréBer ge- 
worden (20°/,). Auch die zwei mittleren Bliitenblatter zeigten 
des éfteren eine Verminderung des Flavongehaltes bis IV unter 
Bildung von Anthocyanpseudobase und Anthokyan. Die zwei 
oberen Bliitenblitter hatten manchmal nur Flavongehalt II 
und waren stark violett. Das untere Bliitenblatt blieb immer 
unverandert. 

Der ganze Habitus der Pflanzen naherte sich jetzt mehr 
dem Typus von Viola tricolor. Es konnte aber eine eventuell 
im ersten Jahre der Kultur erfolgte Kreuzung keineswegs 
hieran schuld sein, da die 2jahrigen Pflanzen dasselbe Ver- 
halten zeigten, wie die Pflanzen aus den im zweiten Jahr ge- 
keimten Samen. Am natiirlichen Standort traten wahrend 
dieser 2 Jahre keine Veranderungen ein. 

Speziell Bliiten dieser Pflanzen aus der 1 jihrigen Kultur 
eigneten sich gut zu Versuchen, welche eine experimertelle 
Klarung der Verhiltnisse bei der Umwandlung des Flavons 
bezweckten. 

Ein Mitte], um Flavon in eine derzeit nicht niher charak- 
terisierbare, wahrscheinlich reduzierte Stufe umzuwandeln, 
wurde in der Einwirkung von NH,-Dampfen gefunden. Eben 
voligeéfinete Bliiten von Viola lutea werden abgeschnitten und 
in ein Glaschen mit Leitungswasser gestellt, wobei darauf zu 
achten ist, daB an den Bliitenblittern keine Wassertrépfchen 
adhirieren. Hierauf wird das Glischen mit den Bliiten fir 
15—20” in eine Ammoniakkammer gegeben. Die Bliiten- 
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platter werden nach dieser Behandlung tiefgelb erscheinen. 
Dann iibertrigt man fiir 6—-8 Stunden in eine feuchte Kammer. 
Die Bliitenblatter erscheinen nach dieser Zeit wieder in ihrer 
urspriinglichen, schwach gelblichen Farbe und haben normales, 
turgescentes Aussehen. (Verwendet man iltere, absterbende 
Bliiten zu diesem Experiment, so bleibt die Farbe der Bliiten- 
blatter tiefgelb, ebenso nach zu langer Kinwirkung von NH, 
auf junge Bliten. Untersucht man nun die so behandelten 
Bliten auf ihren Flavongehalt, so ergibt sich, daB der Farb- 
stoff vollytindig geschwunden bzw. in eine andere Stufe iiber- 
gegangen ist, welche mit Anthocyanpseudobase nahe verwandt 
oder identisch ist. 

Bei einer anderen Art, Viola alba, tritt in der fertig aus- 
gebildeten Bliite nur Flavonol auf, welches bei Viola lutea 
als Vorstufe des Flavons in Betracht kommt. Flavon tritt 
selbstverstindlich bei jener Art in keinem Stadium der Bliite 
auf, Flavonol ist in einer Menge Endprodukt, die dem relativen 
Flavonmaximum (V) bei Viola lutea entspricht. Unterwirft 
man Bliiten von Viola alba der vorhin angegebenen NH,-Be- 
handlung, dann wird in ihnen das Flavonol vollstandig in 
Flavon umgewandelt. 

Von Polygala chamaebuxus wurde eine in den Bliiten- 
blattern Flavonol fiihrende und eine flavonfiihrende Rasse 
beobachtet. Bliiten der ersteren fiihrten nach der NH,-Be- 
handlung Flavon, die der letzteren waren nach der Behand- 
lung flavonfrei. Auch bei vielen anderen Flavonol bzw. Flavon 
fihrenden Bliiten wurden gleiche Resultate erzielt, so bei 
Cheiranthus, Robinia, Coronilla, Ononis usw., nicht aber bei 
Rosaceenbliiten. Narkosewirkung von Ather- und Uhloroform- 
dimpfen lieB den Flavongehalt ungeiindert. Nach dieser 
Narkose mit NH, behandelte Bliiten hatten nicht mehr die 
Fahigkeit der Umwandlung. Wie die eigenartige Oberflichen- 
wirkung des Cyans auf das Flavon einwirkt, wurde noch 
nicht untersucht. aes 

Wir haben also mit der NH,-Behandlung eine Methode 
in der Hand, um bei Bliiten das Endprodukt (Flavonol oder 
Flavon) in dem Sinne zu verschieben, daB es in die nichst 
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héhere bei verwandten Typen eventuell vorkommende Stufe 
tibergeht. In der Reihe Flavonol, Flavon, Anthocyanpseudo- 
base handelt es sich um eine fortschreitende Reduktions- 
wirkung. Diese wird aufgehoben, wenn wir die Bliiten nach 
der Ammoniakbehandlung statt in gewdhnlicher feuchter Luft, 
in reiner, feuchter O,-Atmosphire stehen lassen. Bliiten von 
Viola lutea werden auch dann wieder gelblichweiB, zeigen aber 
Flavongehalt V. In H,-Atmosphire hingegen tritt nach NH,- 
Behandlung vollstiindige Umwandlung des Flavons ein. Bei 
Viola lutea kann durch die die Lipoidschichten lockernden 
K- und Mg-Salzlésungen eine teilweise Umwandlung des Flavons 
im selben Sinne wie bei der NH,-Behandlung erreicht werden. 
Schwimmenlassen der Bliitenblatter auf n/100-KCl- und n/200- 
MgCl,-Lésungen bedingte nach 2 Tagen eine Verminderung 
des Flavongehaltes auf IV—II. Die zwei oberen Blitenblatter, 
in welchem auch normalerweise das Flavon in leichter wandel- 
barer Form vorliegt, wie die obigen Ausfihrungen zeigten, 
waren hier der Beeinflussung in héherem MaBe unterworfen. 
Kine lingere Versuchsdauer war wegen der starken Schidi- 
gung der Bliitenblitter und dem damit verbundenen Austreten 
des Farbstoffes nicht angebracht. 

Zweifellos miissen wir in der Kinwirkung der NH ,-Dimpfe 
ein im selben Sinne wie K- und Mg-Ionen auf die Lipoid- 
schichten wirkendes Mittel erblicken, da Schwimmenlassen auf 
sehr verdiinnten NH,-Lésungen dieselben Veranderungen her- 
vorrief; nur erfolgten hier die schweren Schidigungserschei- 
nungen, verbunden mit Austritt des Farbstoffes schon friher. 
Ca-Salzlésungen verhielten sich zu 1 °/,, NH,-Lésungen, ebenso 
wie zu KCl und MgCl, antagonistisch, insofern ein Zusatz von 
CaCl, zu jenen die Umwandlungen des Farbstoffes hemmen 
konnte. 

Es darf die Einwirkung von NH,-Dimpfen als besonders 
ginstige Form fir die experimentelle Verschiebung der Farb- 
stoffstufen in Bliiten angesehen werden. Die Aktivierung eines 
Enzyms, das wir zur Vollziehung der Umwandlung anzunehmen 
gendtigt sind, geht auf diesem Wege wohl am leichtesten vor 
sich. Bei griinen Organen, Blattern von Saponaria, Bryonia, 
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Erigeron, Solidago usw. bewahrte sich die Ammoniakmethode 
nicht, ebensowenig bei Rhizomen von Sanguisorba, wobei wohl 
die Schwierigkeit des EKindringens und nicht prinzipielle Unter- 
schiede maBgebend sein diirften. 

Bei Schwimmenlassen von Bliitenblattern der Viola lutea 
auf 3°/, Zuckerlésungen und Phloroglucinzuckerlésung (0,1 bis 
8 °/,) trat Verminderung des Flavongehaltes ein ([V—II) unter 
proportionaler Bildung von Anthocyanpseudobase; auf keinen 
Fall kann hier von einer Neubildung dieser aus den dar- 
gereichten Komponenten gesprochen werden, sondern nur von 
einer Umwandlung des Flavons unter dem Einflusse des Zuckers. 

Bryoniablitter zeigten nach Schwimmenlassen auf 3°/, 
Zuckerlisung eine Vermehrung ihres £ ponaringehaltes von 
III auf V. Auch in diesem Falle konnte die Bildung des 
Saponarins aus einer nahe verwandten Vorstufe, wahrschein- 
lich einem Flavonol, konstatiert werden. 

Sofern also experimentelle Verschiebungen im Flavon- 
gehalt erzielt werden konnten, handelte es sich in allen unter- 
suchten Fallen bei Neubildung bzw. Vermehrung von Flavon 
um Bildung desselben aus einer nahe verwandten, schon vor- 
handenen Stufe, bei Schwinden bzw. Verminderung um Uber- 
fihrung in eine andere nahe verwandte Stufe. Die Stufen- 
folge des Experiments ist dieselbe, wie die nattirliche und 
entspricht einer Reduktionsreihe. 


Zusammenfassung. 


Auf Grund des yon Klein geschaffenen histochemischen 
Nachweises der Flavone war es méglich, die Verbreitung, Ver- 
teilung und Physiologie dieser Gruppe von Farbstoffen zu 
studieren. . 

Es konnte die weite Verbreitung der Flavone innerhalb 
der dikotylen Angiospermen konstatiert werden. 

Verwandtschaft von Pflanzen auBert sich auch hier inner- 
halb von Familien, Gattungen und Arten manchmal im Auf- 
treten und einer bestimmten Lokalisierung von Flavon. Dies 
ist in héherem Ma8e der Fall als bei dem verwandten Antho- 
cyan. Vdéllig sprunghaftes Auftreten von Flavon scheint selten 
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zu sein, ist aber dafir in den samigen: hekanaten. Fallen um 
so auffialliger. 

Die relative Menge ne gehildsten Flavons schwankt bei 
manchen Pflanzen unabhingig von den AuBenbedingungen aus 
inneren Ursachen, bei anderen ist sie weitgehend konstant. 

Flavon kann bereits im Vegetationspunkt entstehen (Ro- 
saceen, Cuscuta), oder auch, was meist der Fall ist, erst in 
alterem Gewebe gebildet werden. 

Jedes Organ und jedes Gewebe kann flavonfiihrend sein. 
In erster Linie sind fiir Auftreten oder Nichtauftreten innere, 
unbekannte Ursachen verantwortlich zu machen. AuBenfaktoren 
kénnen nur in Extremfallen Schwankungen bedingen. Als 
solche kommen Hungerzustand und die spezifische AuBen- 
wirkung von K- und Mg-Ionen in Betracht. 

. Die stirksten Wandlungen im Flavongehalt vollziehen 
sich beim Wechsel der drei Phasen des Wachstums, In dlteren 
Dauergeweben tritt eine wesentliche Verinderung gewdéhnlich 
erst beim Absterben (Autolyse) ein. 

Als Vorstufe des Flavons kann Flavonol auftreten, aus 
Flavon kann Anthocyan gebildet werden. Die Umwandlung 
der Stufen geschieht gesetzmiBig, wie an Bliiten von: Gold- 
lackrassen und anderen Pflanzen gezeigt wurde. 

Die Reduktionsreihe der Umwandlungen von Flayonol in 


Flavon, von Flavon in Anthocyanpseudobase konnte auch 
experimentell gezeitigt werden. 
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Kin weiterer Beitrag zur Kenntnis des Digitonins 
und seiner Abbauprodukte. 


Von 


A. Windaus und U. Willerding. 


(Aus dem Allgem, Chemischen Laboratorium der Universitat Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 1924.) 


Nach einer Pause, die durch die Schwierigkeit der Material- 
beschaffung bedingt war, haben wir die Untersuchung iiber das 
Digitonin wieder aufgenommen, 

In der ersten Mitteilung') haben wir darauf hingewiesen, 
daB es nach der Methode von Kiliani?’) sehr schwierig ist, 
reines, von Gitonin freies Digitonin darzustellen; daB die 
iiblichen Priifungen auf Reinheit eines Stoffes (Analyse, Schmelz- 
punkt oder Siedepunkt, Drehungsvermiégen, Léslichkeit) beim 
Digitonin versagen und daB die Reinheit des Glykosids sich 
noch am ehesten dadurch zu erkennen gebe, daB es unter dem 
Mikroskop einheitlich krystallisiert erscheine. Seitdem haben 
wir nur solches einheitlich krystallisiertes Digitonin zu unseren 
Untersuchungen verwendet, haben aber leider gefunden, daf 
selbst ein solches Material Abbauprodukte lieferte, die nicht 
dem Digitonin, sondern dem Gitonin entstammten. Augen- 
scheinlich bilden die beiden Saponine Mischkrystalle mit- 
einander; immerhin haben wir den Eindruck gewonnen, dai 
die Menge der Verunreinigungen in einem nach Kiliani dar- 
gestellten, einheitlich krystallisierten Digitonin gering ist. Aber 





1) Diese Zs. Bd. 121, S. 62 (1922). 
*) Chem. Ber. Bd. 49, 8. 704 (1916). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLIII. 3 
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eine wirklich zuverlissige Methode, die gestattet, das Digitonin 
rein darzustellen und die Reinheit des Stoffes sicher zu er- 
kennen, ist noch nicht bekannt. Viel leichter als Digitonin 
laBt sich Digitogenin rein darstellen; aus einem nur wenig 
mit Gitogenin verunreinigten Digitonin erhilt man ohne Schwierig- 
keiten ganz reines Triacetylderivat, das sich zu reinem 
Digitogenin verseifen la8t. Auch die Digitosiure und die 
Oxydigitogensiure lassen sich, wenn sie nicht mehr als 
etwa 10°/, Gitogensaiure enthalten, leicht tiber ihre schén 
krystallisierten Methylester in ganz reinem Zustand gewinnen; 
aber alle diese Reinigungen sind mit einem Verbrauch des 
kostbaren Materials und mit Zeitverlust verkniipft und bedingen 
den langsamen Fortschritt der Untersuchung. 

In der ersten Arbeit haben wir nachgewiesen, daB Digi- 
togenin die Formel C,,H,,0, besitzt und 3 Hydroxylgruppen 
enthalt; von den beiden anderen Sauerstoffatomen nehmen wir 
an, daB sie in Oxydform vorliegen. Durch kalte Chromsiure- 
lésung wird das Digitogenin auffallend leicht angegriffen und 
zu Digitogensiure C,,H,,O, oxydiert, ein Vorgang, den wir 
durch folgende Formulierung wiedergegeben haben: 

C,.H,,0, C..H;,0, 








buon fi buon—cnon bo Xn boon boo : 
I. Digitogenin II. Digitogensiure 
Durch Kochen mit Alkalien wird die Digitogensiure in 
die isomere Digitosiiure verwandelt, die sich von ihrer Mutter- 
substanz nur durch raumliche Lage des Wasserstoffs an dem 
gesternten C-Atom unterscheidet. Beide, Digitogensiure und 
C,,H;,0, C,.H,505 








bone oon doox wee boon ‘YO doon boon 
Ill. Digitosiure IV. Oxydigitogensiure 
Digitosiure, geben bei vorsichtiger Oxydation mit Kalium- 
permanganat die dreibasische Oxydigitogensiure C,,H,.O,, deren 
Bildung aus der obenstehenden Formel IV ersichtlich ist. 
Oxydigitogensiure ist gegentiber 10°/,iger Kalilauge von 100° 
unempfindlich, ebenso vertragt sie die Behandlung mit siedendem 
Eisessig, dagegen zersetzt sie sich unter Abspaltung von 1 Mol 
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Kohlendioxyd, wenn man ein siedendes Gemisch von Eisessig 
und konzentrierter Salzsiure auf sie einwirken laBt (Digito- 
siure ist dagegen gegeniiber verdiinnten Saduren und Alkalien 


bei 100° bestindig und spaltet kein Kohlendioxyd ab). Wir 


| 
H,C 


haben seinerzeit aus diesen Versuchen den SchluB gezogen, 
die Oxydigitogensiure miisse eine #-Ketosiiure (oder vielleicht 
eine substituierte Malonsiure) sein und haben diese Annahme 
durch folgende schematische Formulierung wiedergegeben: 


on oH CH— 
Re! = co dH Fae 
ne CHOH Hw Si boon wc : COOH 
CH  CHOH H,¢ bx coon’ HC CH COOH 
H, CH, CH, CH, H, H, 
la. Digitogenin Ila. Digitogensiure IVa. Oxydigitogensiure 


Die Richtigkeit dieser Auffassung ist uns seither zweifel- 
haft geworden; wir sind zu der Ansicht gekommen, daB fir 
die Oxydigitogensiure vornehmlich die Formel einer a-Keto- 
tricarbonséure in Betracht zu ziehen sei. Auch a-Keto- 
Siuren spalten, wie wir uns iiberzeugt haben, beim Kochen 
mit Kisessig und konzentrierter Salzsiiure Kohlendioxyd ab. 
Die Oxydigitogensiure zeigt zudem gewisse Reaktionen, die 
fiir «-Ketonsiuren ziemlich charakteristisch sind. So verliert 
sie beim Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiure Kohlen- 
oxyd, und zwar etwa 30°/, der fiir 1 Mol berechneten Menge, 
wihrend der Rest des Materials in anderer Weise zerfallt. 
Auch beim trocknen Erhitzen des Oxydigitogensiure-trimethyl- 
esters auf 275° werden etwa 60°/, der fiir 1 Mol berechneten 
Menge Kohlenoxyd abgespalten. Die Digitosiure und ihr 


_Dimethylester spalten unter denselben Bedingungen kein Kohlen- 


oxyd ab; die Digitosiure miBte, wenn wir der Oxydigitogen- 
siure die Formel einer a-Ketonsaure zuschreiben, eine §-Keton- 
siure sein. Ihre Indifferenz gegen warme verdiinnte Sauren 
und Alkalien schlieBt diese Annahme nicht aus, nachdem in 
den letzten Jahren eine Anzahl recht bestindiger #-Keton- 


siiuren aufgefunden worden sind. Der Ubergang des Digito- 
3* 
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genins in die Oxydigitogensiure wiirde sich dann folgender- 
maBen darstellen: 











CHOH CHOH CO; COOH ot 3 

ci ~tHoH e4 COOH H,C o0 /- 

HC CH OCH, _, HC a, BG cH OH, 
= C,¢H.0, o a es : Z CoH 00s / 
Ib. Digitogenin IIb. Digitogensiure IVb. Oxydigitogensiiure |- 
Destillation der Ester im Hochvakuum. i 

Bei der Destillation des Digitogensiure-dimethylesters im ‘ 


Vakuum lagert er sich in den Digitosiure-dimethylester um, 
der augenscheinlich die stabilere stereoisomere Form darstellt. 
Der Digitosiure-dimethylester siedet unzersetzt. Interessant 
ist es, daB der Oxydigitogensiure-trimethylester ([V) bei der 
Destillation im Hochvakuum 1 Mol. Methylalkohol abspaltet 
und in ein Enol-Lacton tibergeht, dem wir die Formel V zu- t 
schreiben und das sich bei der Verseifung in a ; 
siure zurtickverwandelt. ] 
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Eine solche Abspaltung von Methylalkohol aus dem Methy]l- 
ester einer Ketosiure wird vermutlich nur dann stattfinden, 
wenn die Ketogruppe in y- oder 3-Stellung zur Carboxylgruppe 
sich befindet und wenn die Ketogruppe in ein Enol iibergehen 
kann. Beides trifft bei unserer Formulierung des Oxydigitogen- 
siure-trimethylesters (IV) zu. Sehr bemerkenswert ist es, daB 
der Digitsiure-trimethylester im Hochvakuum unzersetzt destil- 
liert. Hier ist nach der fir den Digitsiure-trimethylester in 
Betracht zu ziehenden Formel VI eine Enolisierung der Keto- 
gruppe nicht mehr médglich, die Bildung eines ungesittigten 
Lactons also ausgeschlossen. Mit konzentrierter Schwefelsiure 
spaltet der Digitsiureester tibrigens ebenfalls Kohlenoxyd ab, 
ebenso beim trocknen Erhitzen auf 340° 


Energische Oxydation der Digitogensiure mit Chromsiure. 


Bei unseren fortgesetzten Versuchen einen Hinblick in 
die Konstitution des Digitogenins zu gewinnen, haben wir uns 
der energischen Oxydation der Digitogensiure mit Chromsiiure 
zugewandt; wir haben uns hierbei an die Vorschriften von 
Kiliani’) gehalten, der bereits vor mehreren Jahren dieses 
Oxydationsverfahren ausgearbeitet hat und dabei zu zwei 
krystallisierenden Siuren gekommen ist, 1. zu einer Siure A, 
der er die Formel C,,H,,0, erteilt hat und 2. zu einer anderen 
Saure C von der Formel C,H,,0,, die er fir Athylbernstein- 
siiure angesprochen hat. Auch wir haben (neben einem weiteren 
Produkt B) die beiden Saéuren erhalten, sind aber bei der 
Formulierung zu abweichenden Ergebnissen gekommen. 

Siure A soll nach Kiliani eine dreibasische Siure von 
der Formel C,,H,,0, sein. Wir haben bei der Elementar- 
analyse etwe 0,7°/, C weniger gefunden als Kiliani, wir 
fihren die héheren Werte Kilianis auf eine Verunreinigung 
seines Materials mit sauerstoffirmeren Oxydationsprodukten 
der Gitogensiure zuriick. Das Aquivalentgewicht haben wir 
etwa ebenso gefunden wie Kiliani (110), dagegen erhalten 
wir bei der Bestimmung des Molekulargewichts a 





1) Chem. Ber. Bd. 49, S. 702 (1916). 
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erniedrigung, Liésungsmittel EHisessig) den Wert 531 gegeniiber 
Kilianis Wert 329. Unsere Werte passen auf eine finf- 
basische Séure von der Formel C,,H,,0,,. 

Wir wiirden indessen eine Anderung der Kilianischen 
Formel nur auf Grund einer abweichenden Molekulargewichts- 
bestimmung fiir voreilig halten, wenn der weitere Abbau der 
Saure A unsere Auffassung nicht bestatigt hatte. Beim Er- 
wirmen der Siiure C,,H,,0,, mit Eisessig und konzentrierter 
Salzsiure spaltet sie nimlich 1 Mol. Kohlendioxyd ab und geht 
in eine schén krystallisierte Saure C,,H,.O,, tiber, deren 
Formel leichter zu beweisen ist. Zunachst paBbt die Analyse 
auf die Formel C,,H,.0,,, die Aquivalentgewichtsbestimmung 
zeigt, daB unter Zugrundelegung dieser Formel die Siure vier- 
basisch ist; der Methylester krystallisiert ausgezeichnet und 
gibt bei der Molekulargewichtsbestimmung den richtigen Wert 
554; die Analyse fihrt zu der Formel C,,H,,0,, eines Tetra- 
methylesters und darauf stimmt auch die Methoxylbestimmung. 
Ein Zweifel iiber die Formel ist also kaum méglich und 
dadurch ist auch die Formel C,,H,.0,, fir die Saure A sicher- 
gestellt. Die vierbasische Saure C,,H,.0,, enthalt 8 Sauer- 
stoffatome in ihren 4 Carboxylgruppen; das neunte Sauerstoff- 
atom findet sich, wie die Priifung nach Zerewitinoff ergibt, 
in Form einer Hydroxylgruppe (eine solche fehlt bekanntlich 
im Molekiil der Digitogensiure). Dagegen l4Bt sich die in 
der Digitogensiure vorhandene Carbonylgruppe in der Saure 
C,;H,,0,, nicht mehr nachweisen. Das zehnte Sauerstoffatom 
findet sich vermutlich als Oxydsauerstoffatom vor; von den 
beiden Oxydsauerstoffatomen, die wir im Digitogenin und in 
der Digitogensiure vermuten, ist also nur noch das eine vor- 
handen. 

Um einen Einblick in den Reaktionsverlauf zu gewinnen, 
haben wir schlieBlich gepriift, ob die Oxydigitogensiure C,,H,,0, 
bei der Oxydation mit Chromsiure ebenfalls die Saure C,,H,,0,, 
liefere und vielleicht ein Zwischenprodukt der Oxydation sei. 
Dies ist nicht der Fall. 

Auf Grund der von uns ermittelten Tatsachen schlagen 
wir fir den Ubergang der Digitogensiure in die Siuren C,,H,,0,, 
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und ©,,H,,0,, die folgende Formulierung vor, betonen aber 
ausdriicklich deren hypothetischen Charakter. 
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Wir fassen also die Séure C,,H,,0,, als Malonsiure auf 
und fiihren hierauf die leichte Abspaltung von Kohlendioxyd 
zuriick. 

Siure B. Auer der Saure C,,H,.0,, laBt sich aus dem 





Oxydationsgemisch noch eine zweite hochmolekulare Siure in 
Form eines krystallisierten Trimethylesters fassen; dieser be- 
sitzt die Formel C,,H,,0,, der entsprechenden Saure muB also 
die Formel C,,H,,0, zukommen. Sie enthilt also 1 Mol. Wasser 
weniger als die Digitsiure C,,H,,.0,,, doch ist es vorliufig 
ganz unsicher, ob sie in ihrem Bau Ahnlichkeit mit der Digit- 
saéure besitzt. Ein Deutungsversuch fiir den Verlauf der 
Reaktion erscheint uns darum noch verfriht. Der Ester 
C,,H,,0, siedet im Hochvakuum vollig unzersetzt, mit Hydroxyl- 
amin reagiert er nicht, mit Methylmagnesiumjodid entwickelt 
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er kein Methan; bei der Verseifung mit omesig-Haleiore 
liefert er krystallisierte saure Ester. 

Saiure ©. Die Saure C soll nach: Kiliani Athylbern- 
steinsiure sein. Wir haben die bei der Oxydation mit Chrom- 
siure gebildeten, in Wasser leicht léslichen Sauren in die 
Methylester verwandelt und diese destilliert; die Hauptfraktion 
ging bei 210—215° unter gewéhnlichem Druck iiber, sie wurde 
verseift und lieferte eine Saiure vom Schmelzp. 69—71° und 
einem Aquivalentgewicht von 73, entsprechend einer zwei- 
basischen Saure C,H,,0,; Athylbernsteinsiure schmilzt bei 98°, 
a-Methylglutarsiure bei 77°, 8-Methylglutarsiure bei 85— 86°. 
Zur Unterscheidung der Sauren eignen sich vor allem die 
Anile beziehungsweise Dianilide; das von uns bereitete Anil 
aus synthetischer Athylbernsteinsiure schmilzt bei 73°, das 
Dianilid aus synthetischer e-Methylglutarsiure bei 175°. Das 
Dianilid der beim Abbau der Digitogensiiure gewonnenen Saure 
C,H,,0, schmolz ebenfalls bei 175° und gab mit dem synthe- 
tischen Dianilid keine Schmelzpunktserniedrigung. Es unter- 
liegt also keinem Zweifel, daB beim Abbau der Digitogensiure 
«-Methylglutarsiure und nicht Athylbernsteinsiure entsteht. 
Dies scheint uns besonders aus dem Grunde sehr bemerkens- 
wert, weil auch Cholesterin und Cholsaure bei energischer 
Oxydation «-Methylglutarsiure liefern. Fir die Entstehung 
der e-Methylglutarsiure machen wir eine Seitenkette der Digi- 
togensaéure verantwortlich und nehmen an, daB die Spaltung 
an der mit einer gestrichelten Linie bezeichneten Stelle er- 
folgt. Leider haben wir das andere Spaltstiick, das 19 oder 
20 C-Atome enthialt, nicht zu fassen vermocht: 
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Besehreibung der Versuche. 


Einwirkung von konzentrierter Schwefelsiure auf Digitogen- 
saure und ihre Derivate. 


Die Substanz befand sich jeweils in einem Kélbchen, das 
mit einem Kohlensiure-Kippapparat und einem mit 50°/,iger 
Kalilauge beschickten Azotometer in Verbindung stand. Nach- 
dem in der Apparatur die Luft durch Kohlensiure verdringt 
war, wurde aus einem Tropftrichter mit gefiilltem Ablaufrohr 
konzentrierte Schwefelsiure zutropfen gelassen und das Kélbchen 
im Olbad allmahlich bis auf 150° erhitzt. In dem auf- 
gefangenen Gas wurde schlieBlich der Gehalt an Kohlenoxyd 
mittels einer Kupferchloriirpipette bestimmt. *) 

Digitogensiure, @-Digitogensaiure und der Ester 
C,,H,,0, der Saure B lieferten kein Kohlenoxyd. 

‘Oxydigitogensiure: 0,2606 g Substanz gaben 3,7 cem CO (0°, 
760 mm). 


Ber. fiir 1 Mol. CO 11,82 eem; es wurden also 31,3°/, der fiir 1 Mol. 
berechneten Menge erhalten. 

Digitsiure C,,H,,0,9: 0,188 g Substanz gaben 0,74 ccm CO (0°, 
760 mm), 

Ber. fiir 1 Mol. CO: 6,06 cem, gefunden also nur 12,2°/, der fir 
1 Mol. berechneten Menge. 


Thermische Zersetzung der Ester bei Atmospharendruck. 


Die Substanz befand sich in einem kleinen Fraktionier- 
kélbchen, das im Eisenfeilichtbade erhitzt wurde. Ein wihrend 
des Erhitzens durchgeleiteter Kohlendioxydstrom fihrte wiederum 
die gebildeten Gase in ein Azotometer iiber. 

Oxydigitogensaiure-trimethylester: Die Zersetzung 
erfolgte zwischen 250 und 290°, 0,2312g¢ Substanz gaben 
5,8com CO, das sind 60,0°/, der fiir 1 Mol berechneten Menge. 

Digitsiure-trimethylester: Die Zersetzung erfolgte 
erst oberhalb 840°, 0,1049 g Substanz gaben 1,9 com CO, das 
sind 44,6°/, der fiir 1 Mol berechneten Menge; auBerdem ent- 
standen 1,8 ccm Athylen. 





1) 8. Wieland u. Schlichting, Diese Zs. Bd. 123, S. 228 (1922). 
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Destillation der Ester im Hochvakuum. 


Digitogensaiure-dimethylester vom Schmelzp. 146° 
wurde gréBtenteils in Digitosiiure-dimethylester vom Schmelz- 
punkt 140° umgelagert und dieser durch den Mischschmelz- 
punkt mit reinem Digitosiure-dimethylester identifiziert. 

Digitosiure-dimethylester destilliert bei etwa 270° 
(Temperatur des Luftbades) und 0,5 mm Druck unzersetzt, wie 
durch den Schmelzpunkt und den Mischschmelzpunkt mit 
reinem Digitosiure-dimethylester festgestellt wurde. 

Der Ester C,,H,,0, aus Siure B destilliert unzersetzt 
bei 260—280° (Temperatur des Luftbades) und 0,5 mm Druck. 

Der Oxydigitogensiure-trimethylester hinterlaBt 
bei der Destillation einen betrachtlichen Riickstand; aus dem 
Destillat erhalt man beim Umkrystallisieren aus Ather-Petrol- 
ither einen in derben Nadeln krystallisierenden Stoff, der 
ebenso wie der Oxydigitogensiure-trimethylester bei 153° 
schmilzt, aber mit dem Ausgangsmaterial eine Schmelzpunkts- 
erniedrigung ergibt. Wie die Analyse zeigt, ist er durch Ab- 
spaltung von Methylalkohol entstanden, bei- der Verseifung 
liefert er Oxydigitogensiure zuriick. 

2,98 mg Substanz gaben 7,208 mg COQ,, 2,188 mg H,0. 

5,19 mg Substanz gaben bei der Methoxylbestimmung 4,708 mg AgJ. 

C,,H,.O, Ber. C 66,63°, H 7,99°/, OCH, 12,30°/, 
Gef. ,, 67,07 » 8,16 - ie 


Oxydation der Digitogensiure mit Chromsaure bei 100°. 


Produkt A: Saiure C,,H,,0,, (VII). 

Die Saure C,,H,,0,, wurde nach den Angaben Kilianis’) 
erhalten. Abkiirzen der Kochdauer auf héchstens 1 Stunde 
begiinstigt die Ausbeute, die jedoch nicht tiber 20°/, gesteigert 
werden konnte. Die Tatsache, daB Kiliani bei der Oxydation 
von Mutterlaugen*) Ausbeuten bis zu 27°/, erhalten konnte, 
erklart sich sehr wahrscheinlich dadurch, daB seiner Saure 
wesentliche Mengen des bestindigeren Oxydationsproduktes der 





1) Chem. Ber. Bd. 49, S. 702 (1916). 
*) Chem. Ber. Bd. 51, S. 1628 (1918). 
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Gitogensiure beigemengt waren. Wir sind wiederholt bei der 
Verarbeitung von sogenanntem ,,reinen Digitogenin“*) auf dieses 
Produkt gestoBen und haben nur dann einwandfreies Material 
erhalten, wenn wir von einem durch Verseifung des reinen 
Triacetyl-digitogenins gewonnenen Digitogenin ausgegangen sind. 
Bemerkenswert ist die Schwerldéslichkeit der krystallisierten 
Siure in Ather und die nicht unbetrichtliche Léslichkeit in 
Wasser. Aus verdiinntem Methylalkohol und Essigester um- 
krystullisiert, zeigte sie den Schmelzp. 221—223°. 
8,352 mg Substanz gaben 7,075 mg CO,, 2,17 mg H,0. 
CxoHss0,. Ber. C 57,54 %, H 7,05 °/, 
Gef. ,, 57,59 » G24 
Molekulargewichtsbestimmung: 0,7013 g Substanz in 15,99 g 
Kisessig erniedrigten den Schmelzpunkt um 0,323°. 
Mol.-Gew. C,,H,,0,, Ber. 542 Gef. 531. 


Titration: 0,4924 ¢ Substanz verbrauchten 44,88 ccm n/i0-Lauge. 
0,1818 g Substanz verbrauchten 8,1 ecm n/5-Lauge. 


0,1598¢ , 7,1 com n/5-Lauge. 
Aquivalentgewicht fiir C,,H,,0,, (fiinfbasisch) 
Ber. 108 Gef 110, 112, 112. 


Die Saure lieferte mit Diazomethan keinen krystallisierten 

Ester, mit Hydrazin kein krystallisiertes Hydrazid. 
Saure C,.H,,0,, (VIID). 

Bei einstiindigem Kochen der Saure ©,,H,,0,, mit je 
10 Teilen konz. Salzsiure und Eisessig auf dem Sandbade 
unter Riickflu8 erhilt man in 50°/, Ausbeute eine beim Er- 
kalten auskrystallisierende Saure, die nach ein- bis zweimaligem 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Methylalkohol oder aus 
Essigsiure den Schmelzp. 265—267° zeigte. DaB bei dieser 
Reaktion Kohlensiure abgespalten wird, liBt sich dadurch 
zeigen, daB man wihrend des Erhitzens einen kohlensiure- 
freien Wasserstofistrom durch die Apparatur leitet und so die 
gasférmigen Reaktionsprodukte, nachdem sie zuvor mit einer 
Silbernitratlésung gewaschen worden sind, in eine mit Baryt- 
wasser gefiillte Vorlage iiberfihrt; in dieser entsteht ein reich- 
licher Niederschlag von Bariumcarbonat. 





1) Chem. Ber. Bd. 49, S. 705 (1916). 
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Destillation der Ester im Hochvakuum. 


Digitogensiure-dimethylester vom Schmelzp. 146° 
wurde gréBtenteils in Digitosiiure-dimethylester vom Schmelz- 
punkt 140° umgelagert und dieser durch den Mischschmelz- 
punkt mit reinem Digitosiure-dimethylester identifiziert. 

Digitosiure-dimethylester destilliert bei etwa 270° 
(Temperatur des Luftbades) und 0,5 mm Druck unzersetzt, wie 
durch den Schmelzpunkt und den Mischschmelzpunkt mit 
reinem Digitosiure-dimethylester festgestellt wurde. 

Der Ester C,,H,,O, aus Saure B destilliert unzersetzt 
bei 260—280° (Temperatur des Luftbades) und 0,5 mm Druck. 

Der Oxydigitogensaiure-trimethylester hinterlaBt 
bei der Destillation einen betrachtlichen Riickstand; aus dem 
Destillat erhilt man beim Umkcystallisieren aus Ather-Petrol- 
ither einen in derben Nadeln krystallisierenden Stoff, der 
ebenso wie der Oxydigitogensiiure-trimethylester bei 153° 
schmilzt, aber mit dem Ausgangsmaterial eine Schmelzpunkis- 
erniedrigung ergibt. Wie die Analyse zeigt, ist er durch Ab- 
spaltung von Methylalkohol entstanden, bei der Verseifung 
liefert er Oxydigitogensiure zuriick. 

2,93 mg Substanz gaben 7,203 mg CQ,, 2,138 mg H,O. 

5,19 mg Substanz gaben bei der Methoxylbestimmung 4,708 mg AgJ. 

C,,H,.0, Ber. C 66,689, H 7,99°/, OCH, 12,30°/, 
Gef. ,, 67,07 » 8,16 » 11,99 


Oxydation der Digitogensiure mit Chromsdure bei 100°. 


Produkt A: Saiure C,,H,,0,, (VID). 

Die Saure C,,H,,0,, wurde nach den Angaben Kilianis’) 
erhalten. Abkiirzen der Kochdauer auf héchstens 1 Stunde 
begiinstigt die Ausbeute, die jedoch nicht tiber 20°/, gesteigert 
werden konnte. Die Tatsache, daB Kiliani bei der Oxydation 
von Mutterlaugen*) Ausbeuten bis zu 27°/, erhalten konnte, 
erklart sich sehr wahrscheinlich dadurch, daB seiner Saure 
wesentliche Mengen des bestindigeren Oxydationsproduktes der 





‘) Chem. Ber. Bd. 49, S. 702 (1916). 
*) Chem. Ber. Bd. 51, 8. 1628 (1918). 
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Gitogensiure beigemengt waren. Wir sind wiederholt bei der 
Verarbeitung von sogenanntem ,,reinen Digitogenin“*) auf dieses 
Produkt gestoBen und haben nur dann einwandfreies Material 
erhalten, wenn wir von einem durch Verseifung des reinen 
Triacetyl-digitogenins gewonnenen Digitogenin ausgegangen sind. 
Bemerkenswert ist die Schwerléslichkeit der krystallisierten 
Siure in Ather und die nicht unbetrachtliche Léslichkeit in 
Wasser. Aus verdiinntem Methylalkohol und Essigester um- 
krystullisiert, zeigte sie den Schmelzp. 221—223°. 
8,352 mg Substanz gaben 7,075 mg CO,, 2,17 mg H,0. 
CooHss0,. Ber. C 57,54 %, H 7,05 °/, 
Gef. ,, 57,59 yy 124 


Molekulargewichtsbestimmung: 0,7013 g Substanz in 15,99 g 
Kisessig erniedrigten den Schmelzpunkt um 0,323°. 


Mol.-Gew. C,,H;,0,, Ber. 542 Gef. 531. 


Titration: 0,4924 g Substanz verbrauchten 44,88 cem n/10-Lauge. 
0,1818 g Substanz verbrauchten 8,1 ccm n/5-Lauge. 


0,1598 g . - 7,1 eem n/5-Lauge. 
Aquivalentgewicht fiir C,,H5,0,4 (fiinfbasisch) 
Ber. 108 Gef 110, 112, 112. 


Die Saure lieferte mit Diazomethan keinen krystallisierten 

Ester, mit Hydrazin kein krystallisiertes Hydrazid. 
Saure C,.H,,0,, (VID. 

Bei einstiindigem Kochen der Saure C,,H,.0,, mit je 
10 Teilen konz. Salzsiure und Wisessig auf dem Sandbade 
unter Riickflu8 erhilt man in 50°/, Ausbeute eine beim Er- 
kalten auskrystallisierende Siure, die nach ein- bis zweimaligem 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Methylalkohol oder aus 
Essigsiure den Schmelzp. 265—267° zeigte. DaB bei dieser 
Reaktion Kohlenséure abgespalten wird, liBt sich dadurch 


zeigen, dafS man wihrend des Erhitzens einen kohlenséure- 


freien Wasserstoffstrom durch die Apparatur leitet und so die 
gasférmigen Reaktionsprodukte, nachdem sie zuvor mit einer 
Silbernitratlésung gewaschen worden sind, in eine mit Baryt- 
wasser gefillte Vorlage iiberfiihrt; in dieser entsteht ein reich- 
licher Niederschlag von Bariumcarbonat. 





) Chem. Ber. Bd. 49, S. 705 (1916). 
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Die Saéure gab bei den quantitativen Bestimmungen die 
folgenden Werte: 

2,540 mg Substanz gaben 5,621 mg CO,, 1,75 mg H,O. 

C,;H;,0,, Ber. C 60,22%, H 7,69, 
Gef. ,, 60,38 nee 

Titration: 0,1548g Substanz verbrauchten 6,04 ccm n/5-Lauge. 

0,2591 g Substanz verbrauchten 10,07 ccm n/5-Lauge. 
Aquivalentgewicht: C,,H,,0,, (vierbasisch). 

Ber. 125 Gef. 128, 129 

Beim Kochen mit iiberschiissiger Lauge verbrauchte die 
Saiure nicht mehr Natriumhydroxyd als in der Kalte, doch 
wird sie dabei in irgendeiner Weise verandert und ist nachher 
nicht mehr zur Krystallisation zu bringen. , 

Tetramethylester: Der Tetramethylester wurde mit 
Diazomethan in der iiblichen Weise bereitet. Aus Methyl- 
alkohol und Ather-Petrolither umkrystallisiert, schmilzt er bei 
125°. Er ist in Ather verhiltnismaBig schwer léslich. 

3,644 mg Substanz gaben 8,312 mg CO,, 2,75 mg H,0O. 


8,406 mg me », bei der Methoxylbestimmung 5,651 mg AgJ. 
C.9H,.9;. Ber. C 62,799), H 8,86°/, OCH, 22,87, 
Gef. ,, 62,53 »» 8,56 » 21,94 


Mit Methylmagnesiumjodid entwickelt der Ester 1 Mol 
Methan: 


0,2775 g Substanz entwickelten 12,76 cem Methan (0°, 760 mm). 
0,0887 g Substanz entwickelten 3,2 cem Methan (0°, 760 mm). 


C.9H..9,9 1 Hydroxyl Ber. 8,07°, Gef. 3,5, 2,92°/,. 

Molekulargewichtsbestimmung: 0,1022 g Substanz in 10,63 g 
Eisessig gaben eine Erniedrigung von 0,068°, 0,481 g in 10,63 g Eisessig 
gaben eine Erniedrigung von 0,33°. 7 

Molekulargewicht O,.H,,0,, Ber. 554 Gef. 554, 585 


Produkt B. Trimethylester einer Siure C,,H,,0,. 


Die nach der Isolierung der Saiure C,,H,,0,, verbleibenden 
essigsauren Mutterlaugen wurden im Vakuum iiber Kalilauge 
von der Essigsiure befreit, in Ather aufgenommen und mit 
iiberschiissiger Diazomethanlésung behandelt. Der nach dem 
Abdampfen des Athers hinterbleibende Riickstand lieferte, in 
Methylalkohol aufgenommen, in einer Ausbeute von etwa 10°, 
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der urspriinglich zur Oxydation verwandten Digitogensiure 
einen schén krystallisierten Ester, der nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren, z. B. aus Methylalkohol, Ather, Aceton, Chloro- 
form den Schmelzp 173—174° nicht mehr verinderte. 
4,876 mg Substanz gaben 10,500 mg CO,, 3,14 mg H,O. 
0,1029 g % »  gaben bei der Methoxylbestimmung 
0,1828 g AgdJ. 
C,oH,,0, Ber. C 65,15°/,  H 7,92%, OCH, 17,42°, 
Gef. ,, 65,46 »» 8,08 «= 1 
Molekulargewichtsbestimmung: 0,495 mg Substanz in 6,749 mg 
Campher gaben eine Schmelzpunktserniedrigung von 5°. 
Mol.-Gew. C,,H,,0, Ber. 534 Gef. 586 


Der Ester lieferte mit Methylmagnesiumjodid kein Methan 
und mit Hydroxylamin- bzw. Semicarbazidchlorhydrat kein 
Oxim bzw. Semicarbazon. Im Hochvakuum destilliert er un- 
zersetzt bei einer Luftbadtemperatur von 260—280°. Der 
Ester leitet sich also von einer Séure C,,H,,0, ab; es ist in- 
dessen nicht gelungen, die freie Séure durch alkalische Ver- 
seifung des Trimethylesters zu bereiten; bei der sauren Ver- 
seifung entstehen zwei krystalline saure Ester, der eine ist ein 
einfach saurer Ester, er schmilzt bei 125° und scheint die 
Formel C,,H,,0,(OCH,),H,O zu besitzen, der andere ist ein 
zweifach saurer Ester, schmilzt bei 201° und scheint nach der 
Formel C,,H,,0,(0CH,)H,O zusammengesetzt zu sein. Diese 
Ester werden zurzeit von Herrn cand. chem. Linsert noch 
weiter untersucht. 


Saure C. 


Die nach der Abscheidung des Esters C,,H,,0, der Saiure B 
hinterbleibenden Mutterlaugen wurden zum Sirup eingedampft 
und der Vakuumdestillation unterworfen. Bei 26 mm Druck 
ging zunichst ein von 135—150° siedender Anteil iiber, 
dessen Hauptfraktion bei gewéhnlichem Druck den Siedep. 210 
bis 215° zeigte.') Diese Fraktion wurde durch zweistiindiges 
Kochen mit 20°/,iger Kalilauge verseift und die Lisung nach 
dem Ansiuern zehnmal mit dem gleichen Volum Ather aus- 





*) «-Methyl-glutarsiiure-dimethylester siedet bei 760mm und 215°. 
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geschiittelt. Der getrocknete aitherische Extrakt hinterlieB beim 
Eindunsten einen Riickstand, der nach mehrtigigem Stehen im 
Exsiccator erstarrte. Die Krystalle wurden in Wasser gelist, 
die Lésung von geringen, wasserunléslichen Verunreinigungen 
befreit, eingedunstet und der Riickstand aus Benzol umkrystal- 
lisiert. Die so erhaltenen Krystalle schmolzen zwischen 69 bis 
71°, der Mischschmelzpunkt mit «-Methylglutarsiure (Schmelz- 
punkt 77°) lag bei 69—73°, : 
Titration 0,0444 g Substanz verbrauchten 3,02 ccm n/5-Lauge, 
Aquivalentgewicht C,H,,0, zweibasisch: Ber. 78  Gef. 78 


Da die vollstindige Reinigung der kleinen zur Verfiigung 
stehenden Menge «-Methylglutarsiure Schwierigkeiten machte, 
bereiteten wir das sehr charakteristische Dianilid. Zu diesem 
Zweck wurde das Rohmaterial 1 Stunde mit Essigsaure- 
anhydrid gekocht, und das nach dem Abdampfen des Essig- 
siureanhydrids hinterbleibende «a-Methyl-glutarsiureanhydrid 
1 Stunde mit Anilin gekocht. Die Reaktionsmischung wurde 
danach in Methylalkohol gelést und das gebildete Dianilid 
durch kalte verdiinnte Salzsiure ausgefillt. Aus Methylalkohol 
umkrystallisiert, bildet es Nadeln vom Schmelzp. 175° Mit 


einem aus synthetischer «-Methylglutarsiure erhaltenen | 


Dianilid vom Schmelzp. 175° gab es keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung. 


4,195 mg Substanz gaben 11,229 mg CO,, 2,492 mg H,0. 
3,886 mg * » 0,820 cecem N (18° 747 mm). 


C,.H,,0,N, Ber. C 72,939, H6,80%  N 9,46%, 
Gef. ,, 73,08 » 6,65 9 9,49 


Unsere Ergebnisse unterscheiden sich von denjenigen 
Kilianis, der die Saiure C,H,,O, als Athylbernsteinsiure an- 
spricht. 

Durch das Entgegenkommen des Herrn Prof. Kiliani 
haben wir eine kleine Menge rohen Brucinsalzes und ein wenig 
reines Bariumsalz seiner aus Digitogensiure gewonnenen ,,Athyl- 
bernsteinsaiure“ erhalten. Das rohe Brucinsalz gab eine Saure 
vom Schmelzp. 69°, die fast ganz aus «-Methylglutarsiure be- 
stand, das reine Bariumsalz gab eine kleine Menge einer Saiure 





; 
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vom Schmelzp. 103°, die aus Methylbernsteinsiure be- 
stand. Athylbernsteinsiure haben wir in beiden Salzen nicht 
nachweisen kénnen. Es bleibt festzustellen, ob die Methyl- 
bernsteinséure durch weitere Oxydation aus der e-Methylglutar- 
siure hervorgegangen ist oder ob sie vielleicht aus beigemengter 
Gitogensiure stammt. Wir haben bei unseren Versuchen nur 
a-Methylglutarsiure und keine Methylbernsteinsiure erhalten. 

Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft und dem 
Japanausschu8 der Notgemeinschaft danken wir fiir die uns 
gewihrte Beihilfe. 











Die Bedeutung der enterotropischen Harnsdure 
fir Physiologie und Pathologie des Harnsdurestoffwechsels 
nach experimentellen Untersuchungen tiber das Schicksal 
inkorporierter Harnsaure. 


Von 


Theodor Brugseh und Julius Rother. 


(Aus der II. med, Klinik der Charité-Berlin.) 
(Der Redaktion zugsgangen am 5. Dezember 1924.) 








Die alte Garrodsche Lehre, daB der Gichtkranke wenig 
Harnsiure durch die Nieren ausscheidet und Harnsiure im 
Blute staut, ist durch die Arbeiten von Brugsch und Schitten- 
helm an purinfrei ernihrten Gichtkranken fundiert. worden. 
Es kann gar keinen Zweifel mehr geben, daB der 
endogene Harnsiurewert der Gichtkranken im Urin 
niedriger und im Blute héher als beim Gesunden ist 
und daB je nach der Schwere des Falles diese Ver- 
schiebung deutlicher wird. Ebenso sichergestellt ist die 
Tatsache, da8 der Gichtkranke verfiitterte Purinkérper lang- 
samer und in geringerer Menge als der Gesunde in Form von 
Harnsiure durch den Harn ausscheidet. 

Uber die Deutung des abweichenden Verhaltens des Gicht- 
kranken vom Gesunden hinsichtlich der gestérten Harnsdure- 
ausscheidung sind heute noch die Ansichten geteilt. Das 
Problem gipfelt gewissermaBen in der Frage: warum scheidet 
der Gichtkranke weniger (endogene und exogene) Harnsiure 
aus und was macht er mit der nicht ausgeschiedenen Harn- 
siure? Retiniert er sie schlechthin? Zerstért er sie? Gegen 
eine Zerstérung sprechen die klassischen Arbeiten von Wie- 
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chowski, der nachwies, daB die Harnsiure bei den Anthro- 
poiden nicht zerstért wird, fiir eine Zerstérung der Harnsiiure 
spricht die Uberlegung, daB doch unméglich ein Gichtkranker, 
der Jahre und Jahre lang nur geringste Mengen Harnsiure 
durch den Urin ausscheidet, eine nach Hunderten von Grammen 
zu errechnende Harnsaureretention im Kérper aufweisen kann, 
auch zeigt sich ja, daB das, was der Gichtkranke nicht als 
exogene Harnsiure nach Purinkérperverfiitterung abgibt, als 
Harnstoff bzw. NH, zur Ausscheidung kommt. 

Kinen Ausweg aus diesem Dilemma kénnte die Fiktion 
der Reizharnsiiure (Brugsch und Rother’)) geben, d. h, eine 
Umstellung der gesamten Harnsiurebildungs- und Ausschei- 
dungsverhiltnisse vom Darm bis zu den Nieren, gewissermaBen 
als Anpassungserscheinung an geinderte Bedingungen, wie sie 
beispielsweise in der Vererbbarkeit der gichtischen Anlage 
ausgedriickt sind oder durch Schadigungen (Blei, Alkohol, 
iibermaBigen FleischgenuB) geschafien werden kénnen. 

Wenn auch die — allerdings schwerer iiberpriifbare — 
Fiktion der Reizharnsaiure als Anpassungserscheinung die Frage 
ungeniigender wie tiberma8iger Harnsiureausscheidung erkliren 
kann, so diirfte sie doch wohl fir die schwersten Fille der 
Gicht kaum eine geniigende Erklirung abgeben wegen des 
hohen AusmaBes nicht wieder zum Vorschein kommender 
Harnsaure. 

Kinen véllig neuen Gesichtspunkt in dieser Frage haben 
wir nun hereingebracht, durch die Entdeckung von Harnsiure 
in der Galle.?) Sind auch die Harnsiurewerte der Galle in 
der Norm nur geringe oder sogar minimale, so kénnen sie 
doch unter pathologischen Verhiltnissen von groBber Bedeutung 
fir die Okonomie des Harnsaurestoffwechsels sein. 

Fanden wir doch bei Leichen Harnsiurewerte fir 100 ccm 
Blasengalle, die zwischen 3—50 mg Harnsiure lagen. Wir 
nannten die durch die Galle ausgeschiedene Harnsiure entero- 
tropische Harnsaure gegeniiber der durch den Harn aus- 





1) Medizinische Klinik 1922, Nr. 18, 8. 558. 
*) Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 30, 8.1495; Nr. 35, 8. 1729 und 
1928, Nr. 26, S. 1209. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLIII. 4 
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geschiedenen urotropischen Harnsiure, betonend, daB die Harn- 
saureausscheidung beim Menschen nicht nur urotropisch, sondern 
auch enterotropisch sei. Damit war. ein, wie gesagt vdllig 
neuer Gesichtspunkt gegeben, namlich der, daB es nicht erlaubt 
sel, nur die urotropische Harnsiure als MaB der Harnsiure- 
ausscheidung zu fassen, vielmehr sollte stets auch die entero- 
tropische Harnsiure ihre Beriicksichtigung im Harnsiureproblem 
finden. Es blieb uns vorbehalten, experimentell dieses Problem 
weiter zu klaren. 

Inzwischen aber ist das Harnsiureproblem an Hand von 
Versuchen an Tieren und am Menschen in Amerika von 
Otto Folin, Hilding Berglund und Clifford Derick") 
unter véllig anderen Gesichtspunkten, offenbar ohne Kenntnis 
unserer die enterotropische Harnsaure betreffenden Arbeiten, 
aufgegriffen worden. 

Folin und Mitarbeiter injizierten Hunden, Katzen, Kanin- 
chen, Ziegen, Enten usw. Harnsiure (100—-200 mg pro Kilo 
Kérpergewicht) intravenés, verfolgten dabei neben der Harn- 
siureausscheidung durch die Nieren die Harnsiureverhiltnisse 
des Blutes und, teils schon intra vitam, teils unmittelbar 
post mortem der Tiere, den Harnsiuregehalt gewisser Organe, 
vor allem der Nieren, der Muskulatur, der Leber, einmal auch 
des Darms. Der quantitative Harnsiurenachweis in Blut 
und Organen wurde mittels einer von den Autoren angegebenen 
colorimetrischen Methode gefiihrt, die unmittelbar im Filtrat 
des enteiweiBten Blutes bzw. Organes vorgenommen wurde. 

~~ Von den Resultaten sind fir die Frage der Gicht als 
Paradigma einer Stérung des Harnsiurestoffwechsels und fir 
die Frage des Schicksals der Harnsiure folgende Feststellungen 
von Bedeutung. 

Intravenés injizierte Harnsiure (100 mg pro Kilo Kérper- 
gewicht) verschwindet sehr schnell aus dem Blute; schon nach 
wenigen Minuten ist ein betraichtlicher Teil der anfanglich 
im Blute vorhandenen Harnsidure darin nicht mehr nachweisbar. 

Die Nieren nehmen einen groBen Teil der aus dem Blute 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 60, S. 361 (1924). 
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verschwindenden Harnsiure auf, geben diese Harnsiure teils 
in den Harn, zum Teil nach zeitweiser Speicherung in das 
Blut zuriick, wenn der Harnsiurespiegel dort geniigend tief 
gesunken ist. Muskulatur und Leber speichern dagegen nicht 
die Harnsiure. Soweit die faktischen Feststellungen, die sich 
auf breiteste experimentelle Basis stiitzen. Auf Grund dieser 
Feststellungen bauten die Autoren eine Hypothese auf, dab 
namlich der schnelle Abfall des Harnsiuregehaltes des Blutes 
nach der Harnsiureinjektion, abgesehen von der Speicherung 
in den Nieren nebst der rechnerisch nicht sehr erheblichen 
Ausscheidung durch den Harn, zum gréBten Teil auf Harn- 
siurezerstérung beruhe. Diese Harnsiurezerstérung findet an- 
geblich im strémenden Blute statt; auBerhalb des Tierkérpers 
hért sie sofort auf. Eine solche Hypothese, die auch von den 
Autoren selbst auf einen unbekannten Faktor zuriickgefiihrt 
werden mu8, ist von vornherein véllig unbefriedigend. Die 
Beriicksichtigung der enterotropischen Harnsiure hitte un- 
bedingt vor der voreiligen Hypothese einer so unwahrscheinlich 
groBen Zerstérung der Harnsiiure im Blute bewahrt. 

Hier setzen nun unsere Untersuchungen ein. Als Ver- 


suchstier wurde eine einheitliche Tierspecies, das Meerschwein- |. 


chen gewihlt, dem jeweils 100 mg MHarnsiure intravenis 
injiziert wurden. Die Lésung der Harnsiure erfolgte in 10 ccm 
0,4°/, iger Lithiumcarbonatlésung. 

1, Frage: Ist es technisch méglich, aus einem Tier- 
kérper, unter der Voraussetzung, daB von der inkorporierten 
Harnsiure nichts zerstért wird, die inkorporierte Harn- 
siure wiederzufinden? 

Diese Frage haben wir folgendermaBen zu lésen versucht. 

Versuch XIV. Ein Meerschweinchen von 550 g Gewicht 
wird durch Chloroforminjektion ins Herz hinein getétet, sofort 
nach Entfernung von Gallenblase und Magendarmtraktus, 
ferner nach Abrupfung der Haare mit der Schere zerkleinert 
und durch die Fleischhackmaschine gedreht. Nach 2 maligem 
Passieren durch die Maschine werden 100 mg Harnsiiure gelist 
zugesetzt und der Brei nochmals 4mal durch die Maschine 
gedreht. 


4* 
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Wiedergefunden') (unter Benutzung von 20g des Breies 
_ gur Analyse und Berechnung auf das ganze Tier) in 2 Parallel- 
versuchen 76,7 mg und 81,1 mg, im Mittel 78,7 mg, d. h. 
rund 79°/,. 

Versuch XV. Ein Meerschweinchen von 600 mg wird 
in gleicher Weise, allerdings ohne vorherige Entnahme von 
Gallenblase und Magen-Darmtraktus verarbeitet. 

Wiedergefunden werden in 2 Parallelversuchen 87,1 mg 
und 87,1 mg, d. h. 87°. 

Es 1a6t sich also die Frage 1 dahin beantworten, 
daB es technisch méglich ist, 80—90°/, von der in- 
korporierten Harnsaiure sofort wiederzufinden, sofern 
die biologischen Zerstérungsméglichkeiten der Harn- 
siure nicht vorhanden sind. 

Frage 2: Ist es méglich, die intravenés intra 
vitam injizierte Harnsaure bei Verarbeitung des ge- 
samten Tieres wiederzufinden? 

Versuch X. Ein Meerschweiuchen von 428g erhilt 
100 mg geléste Harnsiiure intravenés und wird nach 1 Minute 
durch Nackenschlag getétet. 


‘) Zur Methodik: Die quantitative Colorimetrie geschah nach 
folgendem Verfahren von Folin und Mitarbeitern: Gleiche Anteile (bei 
Verarbeitung des Gesamttieres 20 g, bei kleineren Organen entsprechend 
weniger) von Organ, Seesand und einer 10 °/, igen Natriumwolframat- 
lésung wurden im Mérser fein verrieben. Der Brei wurde aisdann mit 
etwa der 6fachen Menge (bezogen auf das verwendete Organgewicht) 
Wasser in ein MeBgefai8 tibergefitihrt und unter lebhaftem Umrihren 
dieselbe Menge 2/3 n-Schwefelsiiure zugegeben, die man vorher an 
Natriumwolframat zugesetzt hatte. Dann wurde auf das 10 fache des 
Organgewichtes mit Wasser aufgefillt, nochmals umgeschiittelt und in 
ein trockenes Gefa8 filtriert. Ein passend gewihlter aliquoter Teil wurde 
nach der von Folin (Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, S. 153) angegebenen 
Methode unter Verwendung des nach Folin und Trimble (Jl. of Biol. 
Chem. Bd. 60, S. 473) molybdinfrei gemachten ne 
reagenses colorimetrisch ausgewertet. 

Wir haben uns durch Versuche an den einzelnen Organen von 
Meerschweinchen, welche keine Harnsiure einverleibt erhalten hatten, 
iiberzeugt, da8 die Blaufirbung in diesem Falle stets sehr gering ist. 
Unsere SchluBfolgerungen wiirden durch die Beriicksichtigung dieser 
Leerwerte prinzipiell keinerlei Anderung erfahren. 
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Verarbeitung nach Abrupfung der Haare durch die Fleisch- 
hackmaschine, die 5 mal passiert wird. 

Wiedergefunden in 2 Parallelbestimmungen (aus ver- 
schiedenen 20 g-Portionen des Breies) 87,9 und 85,4 mg, im 
Mittel 86,6 mg, d.h. 87°/,. 

Versuch XI. Ein Meerschweinchen von 360g erhilt 
100 mg geléste Harnsiure intravenéds und wird nach 3 Minuten 
in Athernarkose erstickt. 

_»Verarbeitung wie im vorigen Versuch. 

Wiedergefunden in 2 Parallelbestimmungen (wie oben) 
97,2 mg und 89,1 mg, im Mittel 93,2 mg, d.h. 98°,. 

Versuch XII. Ein Meerschweinchen von 350g erhilt 100mg 
geliste Harnsaureintravenés und wird 1 Minute daraufdurch Chloro- 
forminjektion ins Herz getétet. Magen -+- Darmtraktus (einschlieb- 
lich Inhalt) werden getrennt bestimmt vom tibrigen Kérperrest. 

Die Summe der wiedergefundenen Harnsiure betrigt 
74,7 mg = 75 °/,. 

Es 14Bt sich also die Frage 2 dahin beantworten, 
daB intravenés intra vitam injizierte Harnsiure bei 
Verarbeitung des Gesamttieres zu 75—93 °/,, d. h. genau 
so als ob sie zu dem toten Tiere zugesetzt worden 
wire, wiedergefunden werden kann. 

3. Frage: Gelingt es, intravenés intra vitam inji- 
zierte Harnsaiure in gleichem AusmaBe auch dann 
wiederzufinden, wenn das Tier nach der Injektion 
noch langere Zeit gelebt hat? 

Versuch VII. Ein Meerschweinchen von 400g erhilt 
100 mg Harnsaure injiziert. 15 Minuten spiter wird es durch 
Chloroforminjektion ins Herz getitet. 

Wiedergefunden 76,1 mg = 76°/,. 

Versuch VIIL Bin Meerschweinchen von 586 g erhiilt 
100 mg Harnsiure injiziert. 65 Minuten spiiter wird es durch 
Chloroforminjektion ins Herz getitet. 

Wiedergefunden 65,1 mg = 65 °/,. 

Versuch IX. Ein Meerschweinchen von 545g erhiilt 
100 mg Harnsiure injiziert. 150 Minuten spiter wird es 
durch Chloroforminjektion ins Herz getitet. 
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Wiedergefunden 60,9 mg = 61 °/,. 

Die Frage 3 ist dahin zu beantworten, daB es nicht 
mehr gelingt, nach mehr als 15 Minuten 75—93°/, der 
zugesetzten Harnsiure wiederzufinden, sondern nur 
noch 65—61°/,. Das 14Bt keinen anderen SchluB zu 
als den, dab von der zugesetzten Harnsiure 10—20°/, 
zerstort worden sind. 

Dieser Befund steht in einem scharfen Wider- 
spruch zu den Schlissen der amerikanischen Autorgn, 
die ganz generell aus den Harnsaiurebefunden des Blutes ohne 
AufschlieBung des Gesamttieres gezogen worden sind; sie 
lassen groBe Mengen Harnsidure schon wenige Minuten 
ni th der Injektion, ja sogar schon wihrend der In- 
jektion durch Zerstérung im Blute verschwinden! 
Wire diese SchluBfolgerung richtig, so kénnte man nicht nach 
15 Minuten 75°/, und nach 65 Minuten bzw. 150 Minuten noch 
65 bzw. 61°/, der inkorporierten Harnsiiure wiederfinden. Es 
kann auch nicht prinzipiell etwa das Meerschweinchen als 
Versuchstier abgelehnt werden, da auch bei ihm die Blut- 
harnsiiurewerte nach der Injektion rasch abnehmen und der 
Fehler der amerikanischen Autoren eben darin liegt, daB nicht 
das ganze Tier aufgeschlossen worden ist. Solange diese 
AufschlieBung nicht stattgefunden hat, ist jeder 
SchluB auf Harnsiurezerstérung unerlaubt. 

 4.Frage: Wofindetdie Harnséiurezerstirungstatt? 
Diese Frage enthialt den Schliissel zum ganzen Problem des Harn- 
siurestoffwechsels. Wir haben zunichst die Lisung von dem 
Gesichtspunkt der Topographie injizierter Harnsaure aus versucht. 

Versuch VII (s. oben). Es fanden sich von 76,1 mg 
wiedergefundener Harnsiure, nachdem 15 Minuten ante mortem 
100 mg injiziert worden war: 


in der Gallenblase . . . . . 0,66 mg 
in der Harnblase .... . 1,23mg 
in 10com Bimt. ... .. . . SOT me 
in beiden Nieren (2,5g) . . . 6,3 mg 


im Magen + Inhalt (85g). . 1,71 mg 
im Diinndarm + Inhalt (11,2 g) 0,83 mg 
im Dickdarm + Inhalt (46,2 g) 3,05 mg 
im Resttier (870g) . . . . . 58,72 mg 
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Versuch VIII. (s. oben). Es fanden sich von 65,1 mg 
wiedergefundener Harnsiiure, nachdem 65 Minuten ante mortem 
100 mg Harnsi&ure injiziert worden war: 


in der Gallenblase ..... 061mg 
in der Harnblase .... . 0,55 mg 
in 1Scem Diat- 2. we me 
in beiden Nieren (4,6 g) . . . 12,72 mg 
im Magen + Inhalt (198g) . . 1,82 mg 
im Diinndarm + Inhalt (23,6 g) 8,28 mg 
im Dickdarm + Inhalt (61g) . 3,42 mg 
im Resttier (375 g) . . . -. . 85,18 mg 


Versuch IX (s, oben) Es fanden sich von 60,9 mg 
wiedergefundener Harnsiure, nachdem 150 Minuten ante mortem 
100 mg Harnsaure injiziert worden waren: 


in der Gallenblase . ... . 0,09 mg 
in Ger Harnbiase . . . . . 316mg 
in iBecem Blut . .* ... 30l me 
in beiden Nieren (4,75 g). . . 15,9 mg 
im Magen -+- Inhalt (17,6 g). . 1,25 mg 
im Diinndarm + Inhalt (21,7 g) 5,01 mg 
im Dickdarm + Inhalt (59,2 g) 5,46 mg 
im Resttiere (400g) . . . . 28,88mg 


Vergleichen wir diese drei Versuche untereinander, so er- 
geben sich sehr charakteristische topographische Verschie- 
bungen: 

1. Der Harnséuregehalt des Resttiers nimmt mit der Zeit 
nach der Injektion ab: 59mg — 35mg — 28 mg. 

2. Der an sich niedrige Blutwert verkleinert sich, auf gleiche 
Blutvolumina (10 ccm) umgerechnet: 3,57 mg — 2,85 — 1,34. 

3. Der urotropische Harnsaiurewert (Nieren + Harn) 
nimmt mit der Zeit nach der Injektion zu: 7,5 mg — 13,2 mg 
— 18,7 mg. 

4. Der enterotropische Wert (Magen—Darm—Galle) 
nimmt mit der Zeit nach der Injektion zu: 6,25 mg — 13,63 mg 
— 11,81 mg. (Dazu s. w. u.). 

Mit der Zunahme der urotropischen und enterotropischen 
Werte allein ist natiirlich die Abnahme der Harnsiure im 
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Resttiere nicht zu erkliren, aber es kann von hier aus der 
Zerstérungsfaktor fir die Harnsiure gefunden werden. Da 
nimlich eine mit der Zeit zunehmende Urotropie der Harn- 
sdurewerte ebenso wie eine zunehmende Enterotropie besteht, 
so ist doch die Frage nahe liegend, ob nicht in diesen Fak- 
toren auch der Schliissel fir das Harnsiuredefizit zu suchen 
ist. Da wir aber wissen, daB in der Harnblase die Harnsiure 
nicht zerstért wird, so fragt es sich, ob nicht die in den 
Darmkanal abgesonderte enterotropische Harnsiure einer Zer- 
stérung anheimfallt. Die Entscheidung konnte sehr leicht 
herbeigefiihrt werden, wie folgende Versuche zeigen. 

Versuch XVI. Hinem Meerschweinchen von 600g werden 
nach Eréffnung der Bauchhéhle in ein nach beiden Seiten 
abgebundenes 30 cm langes Dinndarmstiick 100 mg geldste 
Harnsaure injiziert. Nach 100 Minuten wird der Inhalt der 
injizierten Darmschlinge sowie der gesamte Rest des Tieres 
analysiert. 

Es wurden wiedergefunden 

im abgebundenen Darmstiick ....... 6,2 mg 

im Resttiere (2 Portionen yon je 20g untersucht) 10,9—11,1 

| 11 mg 


Versuch XVII. Einem 500 g-Meerschweinchen werden 
nach Eréffnung der Bauchhéhle in ein nach beiden Seiten ab- 
gebundenes etwa 30—40 cm langes Dinndarmstiick 100 mg 
geléste Harnsiure injiziert. Nach 100 Minuten wird der Inhalt 
der injizierten Darmschlinge und der gesamte Rest des Tieres 
analysiert. 

Es wurden wiedergefunden 


im abgebundenen Darmstiick ....... 12,8 mg 
im Resttiere (2 Portionen von je 20 g untersucht) 25,0 mg 


Versuch XVIII. Einem 500 g-Meerschweinchen werden 
nach Eréffnung der Bauchhéhle in den Diinndarm distal von 
einer angelegten Diinndarmligatur 100 mg geléste Harnsiure 
injiziert. Nach 165 Minuten wird der Inhalt des Diinndarms 
untersucht und der gesamte Rest des Tieres. 
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Es wurden wiedergefunden 





Se Re a ee ee 2,9 mg 
im Resttiere (2 Portionen von je 20 g untersucht) 33,1 u. 84,3 
83,7 mg 


Die Diskussion dieser Versuche ergibt uns einwandfrei, 
daB Harnsiure, die in dem Diinndarm sich befindet, z. T, in 
den Kérper resorbiert wird (Versuch XVI u. XVII), zum 
gréBten Teile allerdings zerstért wird (Versuch XVI, 
XVII, XVIID. 

Daraus ist der Schlu8 berechtigt, daB die enterotropische 
Harnsaéure leicht im Dinndarm einer Zerstérung unterliegt. 

Wiirde man diese eben dargelegten Versuche fir sich be- 
trachten, so kénnte man auch zu dem Ergebnisse kommen, 
die Harnsiure sei aus dem Darm resorbiert und im Kérper 
zerstért worden, einem Schlusse, den Folin und Mitarbeiter in 
der Tat bei einem analogen Versuche am Hunde gezogen haben. 
Ein solcher Schlu8 ist aber nach unseren Versuchsergebnissen 
unméglich zu ziehen. Wenn nimlich die intravenése Injektion 
nach etwa 150 Minuten eine Zerstérung von 10—20°/, zeigt, 
wobei die Richtung der Ausscheidung der Harnsiure nach 
dem Darme hin sich in einer GréBenanordnung zeigt, die sehr 
wohl ein solches AusmaB der Zerstérung im Darme zulabt, 
andererseits die unmittelbare Injektion in den Diinndarm uns 
anzeigt, daB in gleicher Zeit rund 509/, von Harnsiure ver- 
schwinden (unter Beriicksichtigung der technisch miéglichen 
Wiederfindung, s. 0., von Harnsiure), so ist kein anderer 
SchluB zulissig, als daB der Zerstérungsfaktor im Darme liegt. 
Denn wenn itberhaupt Harnsiure zum Darme zu- 
strémt, dann muB sie auch im Darme weitgehend zer- 
stért werden. 

Wir kénnen also die Frage 4 dahin beantworten, 
da8 injizierte Harnsdiure urotrop zu den Nieren sich wendet, 
dort zuniachst gespeichert wird und durch den Harn aus- 
geschieden wird, daneben aber enterotrop sich auch dem Darme 
zawendet (Galle -+- Darmsaft, vielleicht auch Pankreassaft, 
Magensaft) und im Dinndarme einer Zerstérung unterliegt. 
(Von diesem Gesichtspunkte aus ist auch die Abnahme des 
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enterotropischen Wertes des Versuchs IX gegentiber dem 
Versuch VIII zu erklaren). | 

Mit der Aufdeckung der enterotropischen Harnsiure. und 
ibrer Zerstérung im Darme gewinnt die Pathologie der Harn- 
siure in der Gichtfrage ganz neue Gesichtspunkte. Wie weit 
Galle, Diinndarm, Dickdarm, Magen und Pankreas sich an 
der Ausscheidung der Harnsiure beteiligen, behalten wir 
weiteren Untersuchungen vor. - 
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Uber den Kreatingehalt der Muskeln 
bei chemischen Kontrakturen; zur Kritik der Theorie von 
Pekelharing und van Hoogenhuyze. 7 
Von 
Otto Riesser und Franz Hamann. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Greifswald. 
(Der Redaktion zugegangen am 11. Dezember 1924.) 


Die im Jahre 1910 von Pekelharing und van Hoogen- 
huyze?) aufgestellte Theorie, daB-das Muskelkreatin Ausdruck 
und Ma8 des Muskeltonus sei, hat sehr viel Anklang gefunden 
und das Studium dieser interessanten Substanz in vielfacher 
Hinsicht angeregt und befruchtet. Der Gedanke, den Muskel- 
tonus gleichsam quantitativ an Hand der Analyse des Kreatin- 
gehaltes der Muskeln bestimmen zu kénnen, muBte angesichts 
der problematischen Natur dieser Erscheinung besonders ver- 
loch_ud sein, zumal auch die Bestimmung der Kreatinin- 
ausscheidung in den Dienst dieser Frage gestellt werden 
konnte, seitdem an dem Parallelismus von Kreatingehalt der 
Muskeln und Kreatininausscheidung nicht mehr gezweifelt 
werden konnte. Wenn die Theorie von Pekelharing auch 
nicht tiberall unbedingt anerkannt wurde, so hat sie doch im 
Laufe der Jahre durch die Untersuchungen der hollindischen 
Forscher sowie insbesondere auch deutscher Autoren weitere 
Stiitzen erhalten und auch die Kliniker zu zahlreichen Unter- 
suchungen angeregt. ane 

Wenn wir hier von der schwierigen Abgrenzung des Tonus- 
begriffes absehen und darunter allgemein reflektorisch be- 
dingte Dauerverkiirzungszustinde der Skelettmuskeln verstehen, 





1) Pekelharing und van Hoogenhuyze, Diese Zs. Bd. 64, 
S. 262 (1910). | 
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so war es berechtigt, Zusammenhinge zwischen gewissen 
zentral bedingten Formen der Starre oder des Rigor und der 
Kreatinbildang bzw. der Kreatininausscheidung zu suchen. 
Soweit die Untersuchungen sich nur auf die Kreatin- und 
Kreatininausscheidung erstreckten, ergaben sie keine sicheren 
Anhaltspunkte fir die Ubertragung der Pekelharingschen 
Theorie auf jene pathologischen Muskelzustinde. Am besten 
verwertbar erscheinen erst neueste Untersuchungen von Looney 
tiber den Kreatingehalt des Blutes bei Fallen von katatonischer 
Starre’), bei denen in der Tat den Durchschnitt normaler Fille 
weit tiberragende Werte gefunden wurden, Allerdings ergaben 
sich hier auch andre Anzeichen eines allgemein veranderten 
Stoffwechsels, so insbesondere eine stark verminderte Harn- 
siuremenge im Blute, und es wire an und fiir sich ebenso 
berechtigt, diese, statt der Kreatinvermehrung, mit der Starre 
der Muskeln in Beziehung zu setzen. Immerhin bleiben diese 
Ergebnisse eindrucksvoll. 

Angesichts der bei kranken Personen durchaus nicht 
immer klaren und eindeutigen Beziehungen zwischen Muskel- 
_kreatin und -Kreatinin des Harns, erscheinen diejenigen 
experimentellen Untersuchungen wichtiger, in denen der Kreatin- 
gehalt der Muskeln selbst bestimmt wurde. Auf Versuchen 
solcher Art basiert ja auch die Theorie von Pekelharing ~ 
und van Hoogenhuyse. Sie fanden Kreatinverminderung 
nach Tonusausschaltung mittels Nervdurchschneidung, héhere 7 
Kreatinwerte im einseitig starren Muskel nach Decerebrierung, ~ 
erhéhte Kreatinmengen bei Warme- und Totenstarre und vor ~ 
allem Steigerung des Kreatingehalts bei Froschmuskeln, die | 


mit Kontraktur erregenden Giften wie Coffein, Rhodaniden, 


Veratrin, Nicotin und CaCl, vergiftet und gleichzeitig rhythmisch {| 
gereizt worden waren. Jansma*) hat bald darauf die Ver- 
suche an vergifteten Muskeln bestitigt. Dusser de Barenne*) , © 
zweifelt allerdings die Vermehrung in Enthirnungsstarre auf 7 





1) Looney, Amer. Journ. of Physiol. Bd. 69, S. 688 (1924). 
*) Jansma, Zs. Biol. Bd. 65, 8. 376 (1914). 
*) Dusser de Barenne, Pfliigers Arch. Bd. 195, 8.870 (1922). 
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Grund eigener Versuche an unter Hinweis darauf, dab die 
vorangehende Entnervung des Kontrollbeines, das ja von der 
Starre frei bleiben muB, an sich eine Kreatinverminderung 
hervorruft, so daB die Vermehrung im anderen, starren Bein 
eine nur scheinbare ist. Andrerseits fand allerdings der gleiche 
Forscher, daB bei rhythmischer refiektorischer Verstarkung und 
Abschwichung der Starre dennoch eine tatsaichliche Kreatin- 
vermehrung eintrat. Uyeno und Mitsuda’) glaubten nach- 
gewiesen zu haben, daB der Unterschied im —. 
zwischen einem starren Bein und einem nicht s ent- 
nervten immer noch absolut gréfer ist als der zwischen einem 
nicht starren und einem entnervten. Auch haben dieselben 
Forscher die Nicotinversuche wiederholt und gefunden, daf 
schon ohne Reizung dabei die Kreatinmenge zunimmt, im 
Gegensatz allerdings sowohl zu Pekelharing wie zu Jansma, 
die iibereinstimmend angeben, daB der nicotinvergiftete Muskel 
nur bei gleichzeitiger Reizung Kreatinvermehrung aufweise, 
aber nicht ohne diese. 

Kine besonders starke Stiitze der Pekelharingschen 
Theorie wurden Versuche des einen von uns (R.*)) aus dem 
Jahre 1916. Pekelharing hatte, den Anschauungen Mossos 


_ folgend, die Kreatinvermehrung und ebenso den Tonus mit 
| der sympathischen Innervation in Beziehung gesetzt. Riesser 
_ zeigte, daB die Vergiftung mit zentral sympathisch erregenden 


Giften, so vor allem mit dem Tetrahydro-8-Naphthylamin, eine 


| Kreatinvermehrung der Muskeln ‘von Kaninchen herbeifiihrt. 
| Auch fir die Kalte schien dies zuzutreffen, also fir einen 
_ physiologischen Reiz sympathischer Apparate, eine Anschauung, 


die seither durch eindeutige Versuche von Palladin’) ge- 
sichert wurde. Indem er die Richtigkeit der Pekelharing- 
schen Anschauungen tiber den Zusammenhang von Sympathicus 


_ und Tonus voraussetzte, sah nicht nur Riesser selbst, sondern 
| sahen auch die meisten Forscher in seinen Ergebnissen eine 





’} Uyeno u. Mitsuda, Jl. of Physiol. Bd. 57, S. 313 (1928). 
*) O. Riesser, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 80, 8. 183 (1916). 
; *) Palladin und Kudrjawzeff, Biochem. Zs. Bd. 138, 8.89 (1922); 
>» Palladin, Ebenda Bd. 186, S. 358 (1929). 
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wesentliche Stiitze der Tonustheorie des Kreatins. Ks muf \ | 
aber darauf hingewiesen werden, daB Riesser zwar die — 
Kreatinvermehrung nach zentralsympathischer Reizung bewies, ~ 
daB er aber den Zusammenhang dieser Erscheinungen mit dem |/ 
Muskeltonus lediglich vorausgesetzt aber nicht bewiesen hat. | 

Gegen die anscheinend also so weitgehend gestiitzte Theorie 4 | 
vom Zusammenhang zwischen Muskelkreatin und als tonisch | 
bezeichneten Phinomenen haben sich indessen nach und nach ~ 
eine Reihe von Bedenken erhoben. . 

Riesser) selbst begann, wenn nicht an der Richtigkeit | 
der Theorie, so doch an der Festigkeit ihrer Begriindung zu 4 3 
zweifeln, als er, zum Teil in Best&tigung Alterer Angaben | 
andrer Autoren feststellte, daB gerade diejenigen Muskeln, die zu 
Dauerverkiirzungen besonders geeignet sind, nimlich die glatten, @ 
iiberhaupt kein Kreatin oder nur sehr wenig enthalten und da © 
unter den quer gestreiften Skelettmuskeln gerade die langsam — 
zuckenden roten Muskeln wesentlich armer an Kreatin sind als |] 
die flinken weiBen. In der gleichen Arbeit muBte er auch fest- | 
stellen, da8 die Angaben von Pekelharing und van Hoogen- © 
huyze tiber die Vermehrung des Kreatins im warmestarren | 
sowie im totenstarren Muskel sich nicht bestitigen lieBen. Fir — 
die Theorie selbst bedeutet diese Feststellung indessen deshalb ~ 
nichts, weil die Einbeziehung der genannten Starreformen unter a | 
den Begriff des Muskeltonus obnehin als irrig zu bezeichnen ist. 7 

Mindestens ebensosehr aber mu die Berechtigung, die | 
chemischen Kontrakturen als tonische Erscheinungen zu be- |) 
zeichnen, angezweifelt werden. Besonders gilt dieser Einwand ~ 
fiir die Versuchsanordnung der hollindischen Forscher, die 
die Vergiftung der Muskeln noch mit rhythmischer Reizung a 
kombinierten, um Kreatinvermehrung zu erhalten. Heute, wo 
wir auf Grund mancher neuerer Untersuchungen die Abgrenzung a 
der chemischen Kontrakturen vom nervés bedingtem Tonus | | 
scharfer durchzuftthren imstande sind, wissen wir, daB die von |— 
Pekelharing und van Hoogenhuyze untersuchten Kon- | 
trakturen, vielleicht mit Ausnahme der Nicotinkontraktur, mit 7 





1) Riesser, Diese Zs. Bd. 120, S. 189 (1922). 
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Tonus nichts zu tun haben und daB iiberdies der Wirkungs- 
mechanismus der von ihnen angewandten Kontraktursubstanzen 
kein einheitlicher ist. 

Auf Grund solcher Tatsachen und Uberlegungen kommt 
man zu dem SchluB, daB, wenn die von Pekelharing und 
van Hoogenhuyze bei chemischen Kontrakturen erzielten 
Ergebnisse selbst unanfechtbar sein sollten, sie dennoch fiir 
das Tonusproblem nichts aussagen kéunnten. 

Dennoch erschien es erforderlich auch die letztgenannten 
Angaben einer erneuten Untersuchung zu unterziehen, obwohl 
Jansma wie Uyeno und Mitsuda') sie bestitigt zu haben 
schienen. Die Tatsache indessen, daB Uyeno und Mitsuda 
bei Nicotinkontraktur die Kreatinvermehrung unter Bedingungen 
erhielten, unter denen sie nach den hollindischen Forschern 
gerade nicht auftritt, nimlich an nicht gereizten Muskeln, vor 
allem aber, daB ein sicherer Zusammenhang von Kreatin- 
zunahme und Kontraktur nicht zu bestehen schien, macht 
stutzig. Wir haben daher die Untersuchungen von Pekel- 
haring und van Hoogenhuyze sowie die von Jansma iiber 
den Kreatingehalt in chemischer Kontraktur befindlicher und 


q gleichzeitig gereizter Muskeln wiederholt. 


Wir hielten uns genau an die Angaben der hollindischen 
Forscher. Nach Zerstérung von Gehirn und Riickenmark 


| sowie Herzdurchschneidung wurden die Frische oberhalb des 


Abgangs des Plexus ischiadicus quer durchschnitten. Nach 


‘ © Entfernen der Kingeweide und Abziehen der Haut von den 


Beinen wurden Becken und Lendenwirbelsiule mit der Schere 


in der Langsrichtung derart gespalten, daB die Plexus intakt 


blieben. Dann wurden die Beine, jedes fir sich, mit Hilfe 
der ihnen verbleibenden Wirbelsiiulenhalften in schmalen, dicht 
nebeneinander stehenden Glaszylindern aufgehingt, von denen 
der eine mit reiner Ringerlésung, der andre mit der Lésung 
der Kontraktursubstanz in Ringer gefillt war. Beide Nerv- 


4 plexus lagen auf ein und derselben Drahtelektrode. Sie 
a wurden yon einem Induktorium aus entweder mit Kinzel- 





') Uyeno u. Mitsuda, Jl. of Physiol. Bd. 57, S. 280 (1928). 
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induktionsstéBen oder, wie es Jansma tat, mit ganz kurzen 
tetanischen StéBen rhythmisch und mit einer Frequenz von 25 
bis 30 in der Minute eine halbe Stunde lang gereizt. Es ist 
selbstverstindlich, daB die mit den hohen, von den hollindischen 
Forschern angegebenen Giftkonzentrationen behandelten Mus- 
keln sehr bald unerreghar wurden. Die Reizung wurde in- 
dessen ohne Riicksicht hierauf fortgesetzt. Nach Beendigung © 
der Reizung wurden die Muskeln aus den Lisungen genommen, — 
mittels FlieBpapiers von auBen anhaftender Flissigkeit befreit, | 
abpriipariert und fein zerschnitten, so daB die Muskeln eines 
Beines einen gut gemischten Brei bildeten. Hiervon wurde 
eine kleine Probe zur Trockensubstanzbestimmung, die Haupt- © 


menge von etwa 3g zur Kreatinbestimmung abgewogen und | 


nach dem von Riesser!) angegebenen Verfahren auf Gesamt- q 
kreatinin verarbeitet. Von dem Gesamtextrakt der Muskeln, ~ 
das stets auf 100 ccm gebracht wurde, diente ein aliquoter ~ 


Teil zur colorimetrischen Bestimmung nach Folin, unter Be- : 3 


nutzung des Colorimeters von Autenrieth und Kénigs- 
berger. Der Keil des Colorimeters war, wie dies stets ~ 
erforderlich ist, vor Beginn dieser Versuche erneut mit | 
-reinem Kreatin geeicht worden. Die Ablesungsfehler, -+- oder 
—1 Teilstrich der Skala, bedingen eine Fehlerbreite von 
+ oder — 0,02°/, Kreatinin berechnet auf frische Muskel- 7 
substanz. Die Unterschiede im Kreatingehalt der beiden Beine ~~ 
liegen meist innerhalb der methodisch bedingten Fehlergrenzen. ~~ 


Alle Zahlen, die hier angefiihrt werden, bedeuten Gesamt- a 
kreatinin wie es bei dem Verfahren colorimetrisch bestimmt wird. 


Auf die Notwendigkeit der Trockensubstanzbestimmungen j 
sei hier besonders hingewiesen. Sie fehlen bei Pekelharing — 


und van Hoogenhuyze, die dariber nur eine summarische 9 ; 
Bemerkung. machen, und ebenso bei Jansma, sowie bei | 
Uyeno und Mitsuda. Die Nichtbeachtung der Quellung in — 


den vergifteten Muskeln kénnte indessen die Resultate er- 4 
heblich beeinflussen. Wir haben daher in allen unseren Ver- 
suchen die in vergifteten Muskeln erhaltenen Kreatininwerte 





') Riesser, Diese Zs. Bd. 86, 8. 415 (1918). 
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unter Zugrundelegung der Trockensubstanz des Normalmuskels 
umgerechnet (vorletzter Stab der Tabellen).. 

Die Tabellen 1—6 enthalten die Ergebnisse unserer 
Untersuchungen. 

Tabelle 1 best&tigt, da’ Denervierung ianerhalb einiger 
Tage zu einer Kreatinverminderung fihrt, wie es schon die 
hollindischen Forscher zeigten. 



































Tabelle 1. 

oi 42 i 8 se ie.g 
S! g Be | 28) 2 | 63) 3 
“is SEiSs| 8 | S45) & 
3| 3 Se|h2| 5 | 2841 8 
Fe he : tn Be = 

Zi ing | °/ "lo a & 
ms2 | 13.5.) RT. ¢ normal 8,4882| 20,7 | 0,348 | 0,848 | — 
Ischiadicus durchtrennt | 3,8454 | 19,4 | 0,281 | 0,300 | 0,048 
B38 115.5.| RT. ¢ normal 83,4610} 20,9 | 0,387} 0,387 | — 
Ischiadicus durchtrennt | 38,1708} 19,3 | 0,305 | 0,330 | 0,007 
34 118. 5.| R. Ese. 9 normal 5,8342] 21,0 | 0,356] 0,356 | — 
Ischiadicus durchtrennt | 5,4772| 18,7 | 0,289 | 0,825 | 0,081 


Ob die Aufhebung zentraler tonischer Impulse, ob die 
allgemein gestérte Ernaihrung der denervierten Muskeln, ob 
endlich die verinderte Blutversorgung die Ursachen der Kreatin- 
verminderung sind, ist nicht zu entscheiden. 

Wahrend diese Ergebnisse gut mit denen von Pekel- 
haring und van Hoogenhuyze sowie mit denen von Jansma 
iibereinstimmen, stehen die in den Tabellen 2—5 niedergelegten 
Befunde mit denen der hollandischen Autoren in unldslichem 
Widerspruch. Weder mit Veratrin, noch mit Coffein, Rhoda- 
niden und CaCl,, welche Substanzen alle in den von jenen 
Forschern benutzten Konzentrationen angewandt wurden, konnte 
eine Vermehrung des Muskelkreatins jemals festgestellt werden.) 
In Tabelle 6 sind eine Reihe von Versuchen mit Acetylcholin 
in der zur Kontraktur ausreichenden Konzentration von 1/,o5 90 
zusammengestellt. In diesen Versuchen wurde nicht gereizt. 





1) In den mit J, bezeichneten Versuchen wurde nach Jansma 
faradisch, sonst mit Induktionsschligen gereizt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLII. 9) 
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Sie sind mit den Versuchen von Uyeno am ungereizten nicotin- 
vergifteten Muskel in Vergleich zu setzen, da, wie Riesser 
gezeigt hat, die Acetylcholinkontraktur der Nicotinkontraktur 
gleichzusetzen ist, nur daB sie unkomplizierter, reiner ist als 
letztere, bei der schidliche Nebenwirkungen auf die Muskeln 
zur Kontrakturwirkung hinzutreten.. Nur ein Versuch, Nr. 1 














Tabelle 2. 

oi 1» 1g & ia 
S| g HEE) 2 [333] 3 
i 5 ai > ES eS) 3 
3| 3 a% |f2| 3 lass 
Zi in g Fo | %o a . 
8}21.3.) RT. ¢ BR. normal: 2,6189 | 22,4 | 0,259] 0,259 | — 

RR. + Coff. */oo9 |8,6881 | 22,1 | 0,244] 0,248 | 0,011 
9}21.5.] RT. #¢ RR. normal: 8,1428 | 19,0 | 0,380] 0,830 | + 


10 


11 


12 


18 


14 


15 


RR. + Coff. natr. salic. | 2,8833 | 18,0 | 0,817] 0,384 | 0,004 
Pe (Coff. 1: 100) 
21.5.| B.Esc.Q RR. normal: | 4,6440 |19,4 | 0,441] 0,441 | — 


RR. ++ Coff.natr. salic. | 4,2969 | 19,4 | 0,428] 0,428 | 0,018 
1/499 (Coff. 1: 200) 


5.5.) RT. #& RR. normal: 4,0508 | 19,0 | 0,326] 0,326 | — 
RR. + Coff. */goq | 38,9558 | 18,5 |0,314] 0,828 | 0,003 

RT. # BR. normal: 2,6558 | 18,2 | 0,312] 0,812 | + 
RR. + Coff. */o99 | 2,7798 | 16,9 | 0,308] 0,831 | 0,019 

22.3.) RT. # RR. normal: 4,8202 | 21,4 |0,278] 0,278 | + 
RR. +Coff. "/ooo9 | 83,5616 | 21,4 | 0,281] 0,281 | 0,008 

2.5.) RT. g¢ BR. normal: 2,7955 | 20,0 | 0,807) 0,807 | — 
RR. + Coff. */oo99 | 2;7385 | 19,6 | 0,261] 0,266 | 0,041 

25.8.) RT.Q BR. normal: 2,3658 |19,9 | 0,222] 0,222 | + 


























RR. + Coff. */soo9 | 2,8058 | 19,8 | 0,244] 0,245 | 0,023 


in Tabelle 6 gibt einen die Fehlergrenzen iiberschreitende 
Differenz zugunsten des Acetylcholinmuskels. Indessen haben 
wir in den sehr zahlreichen Untersuchungen der letzten Jahre 
Differenzen der gleichen GréBenordnung auch hin und wieder 
einmal beim Vergleich der beiden Beine desselben (normalen) 
Tieres gefunden, so daB aus diesem einen Wert gegentiber 
den iibrigen durchweg ial eka Ergebnissen nichts geschlossen 
werden kann. 
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Tabelle 38. 
e ne 14 = ia 
Ts ae 
: a6 |e) § lez] 
in g "lo lo . ol ie 
16/26.3.] RT. #@ RR. normal: 38,2851 |19,9 | 0,264 | 0,264 |; — 
RR.+Veratr. */,o90 | 3,3096 | 21,0 | 0,282 | 0,220 | 0,044 
1| 6.5.) RT. ¢& RR. normal: 83,3755 | 19,0 10,365 | 0,365 | — 
RR.-+ Veratr. */,o99 | 83,2487 |19,0 | 0,369 | 0,869 | 0,004 
8/16. 5.| R. Ese. o' RR. normal: 4,5855 |18,8 | 0,858 | 0,358 | — | J. 
RR. + Veratr. */,oo9 | 5,2491 | 19,3 | 0,852 | 0,348 | 0,015 
9/17. 5.| R. Esc. g¢ RR. normal: 83,9815 | 18,0 | 0,856 | 0,856 | — | J. 
RR. + Veratr. */,o59 | 31999 | 18,9 | 0,354 | 0,837 | 0,019 
1]31.8.] RT. Q RR. normal: 4,6124 |19,3 10,252 | 0,252 | + 
RR. + Veratr. ¥/s909 | 3,8899 | 19,6 | 0,260 | 0,257 | 0,005 
2| 9.5.) RT. g#& RR. normal: 83,3271 | 19,7 | 0,811 | 0,811 | — 
RR. + Veratr. 4/559 | 83,8452 | 19,6 |.0,295 | 0,297 | 0,014 
3| 1.4.) RT. # RR. normal: 8,0077 | 20,2 | 0,285. 0,285 | — 
RR. + Veratr. */soo9 | 2,9814 | 20,4 | 0,283 | 0,280 | 0,005 








Ks ist vorlaiufig nicht zu 























erklaren, woher die Differenz 
unserer Befunde gegeniiber denen der anderen Forscher kommt. 
Bei Uyeno und Mitsuda wird man darauf hinweisen diirfen, 

















Tabelle 4. 
se 198] 2 18 
: Hi alia! 
N 
: 2% /h3! § |esa| & 
a dee] 4 
ing | “lo | “lo é c 
5] 5.8] RT. Q RR. normal: 2,0886 | 20,9 | 0,297 | 0,297 | + 
RR. + KONS 1/, 090 | 2,0935 | 20,5 [0,296 } 0,301 | 0,004 
6| 20.5.) RT. g BR. normal: 8,9440 | 18,3 | 0,365 | 0,365 | — 
RR. + KCNS 4/;99 | 3,9959 | 17,3 | 0,342 | 0,363 | 0,002 
7| 24.5.) R. Ese, 2 RR. normal: 6,7672 | 16,9 | 0,306 | 0,306 | — | J. 
RR. +NaCNS "/,009| 6,1805 | 17,1 [0,304 | 0,801 | 0,005 
25. 5.) R. Ese. ¢ RR. normal: 5,8636 | 17,6 | 0,375 | 0,875 | + 
RR. + NaCNS "/;o90} 5,8389 | 16,05] 0,347 | 0,880 | 0,005 
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Tabelle 5. 
: 43 [83 . 
ao 
>| § 42 |e! e 5 
eS B85 |e2 o 
ro a = is) B x & 
Zz, in g "lo lo “ 
29110.8] RT.Q RR. normal: 2,0808 | 16,7 | 0,295 owe “ 
RR. + CaCl, (0,72°/,) | 2,0856 | 14,7 | 0,269 | 0,806 | 0,011 
30/12.3.) RT. # RR. normal: 2,0114]18,6 | 0,328 | 0,328) — 
RR. + CaCl, (0,72°/,) | 2,1860] 17,4 | 0,274 | 0,293 | 0,085 
81/14.3.) RT. 9 RR. normal: 2,26781 17,1 10,353 | 0,353 | — 
RR. + CaCl, (0,72°/,)| 2,2489] 17,3 |0,317 | 0,815 | 0,038 





daB sie jeweils nur mit drei Sartorien arbeiteten und daher 
mit so geringen Muskelmengen, daB wir selbst sie zu exakten Be- 
stimmungen des Kreatins nicht zu benutzen wagen wiirden. 


Die Angaben iiber die Methode sind in Uyenos Arbeiten 


















































Tabelle 6. 

z 43 (93 a ig . 
S| gs a2 32| 3 [eas|. 
z B= 7 ~ os 
a 2 /h3| 2 EEE E | 
Zz, ing | % °/o Oh ale 
i |22.2.] RT. # Beide Beine BR. normal: 1,8840:] 21,4 |0,242 | 0242] + 
24. RR. + Acet. Chol. ¥/;o,009 | 15251 } 20,0 | 0,262 | 0,280 | 0,033} 

2 124.2., RT. #& Beide Beine RR. normal: | 1,1576 | 19,6 |0,259 | 0,259 _ 
RR. + Acet Chol. */so9q90 | 1,0052 | 22,4 | 0,199 | 0,174 | 0,035 | 
8 | — |2RT. #u.2 Gastrocnemii RR. normal: | 0,6192 | 20,9 | 0,290 | 0,290 | — | 
RR. + Acet Chol. /,o900 | 0,7476 | 19,9 70,267 | 0,281 | 0,009 

4 127.1.1 RT. 9 Beide Beine RR. normal: 2,2984 | 19,7 | 0,289 | 0,289 | + 
RR. + Acet. Chol. */;50900 | 2,8952 | 18,1 | 0,285 | 0,310 | 0,021 
51 1.31RT. ¢ RR. normal: 2,2218 | 19,3 }0,271 | 0,271] — 
RR. + Acet. Chol. */; 99090 | 2;3644 | 18,8 | 0,256 | 0,271 | 0,000! 

6 | 22. 5.) R. Ese. 9 RR. normal: 7,1805 [16,6 | 0,436 | 0,436) — 
RR. + Acet. Chol. ‘ha 1,0597 | 15,5 | 0,387 | 0,414 | 0,022 

7 |23. 5.) R. Ese. 9 RR. normal: 4,0848 | 18,7 | 0,367 | 0,367] — 

RR. + Acet. Chol. */,o9090 | 8,7798 | 19,2 | 0,870 | 0,360 | 0, 
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unvollstandig. Bei Jansma sind zwar in einigen Fallen Unter- 
schiede gewertet, die entschieden noch innerhalb der metho- 
dischen Fehlergrenzen liegen, aber die meisten Differenzen 
liegen doch weit auBerhalb dieser Schwankungsbreite und 
das gleiche gilt fir Pekelharings Versuche. So erhebliche 
Differenzen miBten sich eigentlich reproduzieren lassen. 

Wenn wir also vorliufig auch keine Erklirung fir die 
positiven Befunde der genannten Autoren geben kénnen, so 
muB uns doch von vornherein die gleichmiéBige Kreatinvermeh- 
rung in all ihren Kontrakturversuchen sehr unwahrscheinlich 
erscheinen. Denn der Mechanismus der verschiedenen von 
ihnen angewandten Kontraktursubstanzen ist, wie wir heute 
wissen, so verschieden, daB eine einheitliche Wirkung von 
vornherein kaum angenommen werden kann. So ist es beim 
Coffein die irreversible Aufspaltung des Lactacidogens, die zu 
Séureanhiufung im Muskel und zur Kontraktur fihrt. Beim 
Veratrin handelt es sich schon bei geringen und hohen Kon- 
zentrationen, wie sie beide in den Versuchen benutzt wurden, 
ganz sicher um durchaus verschiedene Wirkungen, bei denen 
der Lactacidogenzerfall eine nur untergeordnete, direkte Kolloid- 
wirkungen wohl die Hauptrolle spielen. Beim Nicotin und 
Acetylcholin haben wir wieder einen Kontrakturtyp fiir sich, 
der von Riesser als Erregungskontraktur bezeichnet wurde, 
und, wenn auch der Natur nach noch nicht geniigend auf- 
geklirt, von den beiden vorher genannten grundverschieden 
ist. Bei den Rhodaniden scheinen sowohl Erregung wie 
direkte Wirkungen auf die kontraktile Substanz maBgebend 
zu sein, CaCl, endlich ist iberhaupt nicht zu den Kontraktur- 
substanzen zu rechnen. DaS Kontrakturmechanismen so darch- 
aus verschiedener Art sich hinsichtlich der Kreatinbildung alle 
gleich verhalten sollten, mu8 von vornherein als héchst un- 
wahrscheinlich gelten. SchlieBlich betonen wir nochmals, daS 
diese Kontrakturformen nicht einmal als Modelle tonischer 
Vorginge dienen kénnen, mit einziger Ausnahme vielleicht 
des Acetylcholins und Nicotins, und daB daher die an ihnen 
erhobenen Befunde nicht einfach auf den ——— Tonus 
iibertragen werden kénnen. 
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Wir kommen daher zu dem SchluB, daB von den zum 
Beweise der Kreatin-Tonustheorie urspriinglich angefiihrten 
Versuchen eine ganze Reihe der Nachpriifung nicht stand- 
gehalten hat. Dies gilt fiir die Totenstarre, die Warmestarre 
und die chemischen Kontrakturen, bei denen allen die Nach- 
prifung keine Kreatininvermehrung ergab. Es bleiben nur 
die noch besser zu sichernden und vorliufig einander wider- 
sprechenden Befunde von Dusser de Barenne und Uyeno 
bei der Enthirnungsstarre, und es bleiben die von Riesser 
beschriebenen LErscheinungen der Kreatininvermehrung bei 
zentralsympathischer Erregung, ohne da8 hier aber ein Zu- 
sammenhang mit dem Muskeltonus erwiesen wire. 

Gerade angesichts der immer erneuten, aber meist ver- 
geblichen Versuche, aus klinischen Untersuchungen Bestitigung 
der Pekelharingschen Theorie zu gewinnen, muB8 betont 
werden, daB diese Theorie, unbeschadet der héchst anregenden 
Wirkung, die sie ausgeiibt hat, zurzeit nicht gentigend sicher 
gestiitzt erscheint. 
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(Mitteilung aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H., 
Helsinki [Finnland].) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Dezember 1924.) 








Durch die Versuche in einer vorigen Mitteilung') wurde 
bewiesen, daB bei der bakteriellen Milchsiuregérung hervor- 
gerufen durch B. casei ¢, die Bindung des Phosphats an Zucker 
der Garungsspaltung vorausgeht. Betreffend die Frage, ob diese 
Phosphatveresterung und die Anwesenheit der Co-Zymase ganz 
notwendig fiir das Zustandekommen der Milchsiéuregirung sind, 
waren die Versuche noch unvollstiindig. Neue Versuche waren 
darum notwendig. 

Friiher?) wurde mit einem anderen Milchsaéurebakterium, 
Str. lactis, keine sichere Zymophosphatbildung konstatiert. Weil 
man annehmen mu, daB die Milchsiuregirung mit diesem 
Bacterium in derselben Weise wie mit B. casei verlauft, habe 
ich neue Versuche mit einem anderen Stamm von Str. lactis 
ausgefiihrt. Diese Versuche werden gleichfalls in dieser Mit- 
teilung behandelt. | 


Die Herstellung des Trockenpraparates. 


Bei allen Versuchen kamen wie auch friher die Trocken- 
priparate von den betreffenden Bakterien in Anwendung. Die 
Herstellung der Praparate ist schon friither beschrieben, einige 
Anmerkungen seien hier noch hinzugefiigt. Es ist namlich 
nicht so leicht, stets ein aktives Priparat zu erhalten, obwohl 
man jedesmal in gleicher Weise arbeitet. Von den sechs von 
mir hergestellten Priparaten vom B. casei e waren vier aktiv, 





1) Diese Zs. Bd, 188, S. 136 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 184, S. 300 (1924). 
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zwei dagegen inaktiv. Beider Herstellung des Trockenpriparates 
ist besonders auf zwei Punkte die Aufmerksamkeit zu richten. 
1. Das griindliche Waschen der mit dem Separator aus- 
geschleuderten Bakterienmasse ist unbedingt notwendig. Die 
etwas schleimige Bakterienmasse gibt ihren aus der Molke 
herstammenden Zuckergehalt nur schwierig quantitativ ab und 
die starke Siuerung, welche die Masse in Gegenwart von 
Zucker auf dem Tonteller erleidet, zerstért den Enzymkomplex 
oder vielleicht besser einen Teil davon. 2. Die Trocknung der auf 
Tontellern ausgebreiteten Bakterienmasse muB méglichst schnell 
vor sich gehen. Die sogenannte Selbstgirung — die Garung 
des Glykogens — kommt nimlich bei den Milchsiurebakterien 
auch vor. 


Versuche tiber die Beteiligung des Co-Enzyms an der 
Milchsauregarung. 

In der vorhergehenden Mitteilung wurde schon erwihnt, 
daB mit einem 8 mal mit Wasser gewaschenen Trockenpriparat 
vom B. casei ¢ keine Veresterung und keine nennenswerte 
Garung festzustellen war. Nach dem ersten Versuche muBte 
das Waschen sehr griindlich sein, um ein aktives Praparat in 
ein inaktives zu verwandeln. Das Co-Enzym schien sehr fest 
an den Zellen der Milchsiurebakterien gebunden zu sein, 

Bei spaiteren Versuchen mit einem neuen Priparat vom 
B. casei s, verlor das Priparat seine Aktivitat schon durch 
zweimaliges Waschen. Durch Zusatz von dem im Vakuum bis 
auf ein kleines Volumen eingedampften Waschwasser oder dem 
Kochsaft vom Trockenpriparat, gelang es stets, die Zymo- 
phosphatbildung und Giarung von neuem zu erwecken. Das 
Coenzym, welches bekanntlich vom Trockenpriparat in das 
Waschwasser tibergeht, ist also bei der Milchséuregirung ganz 
notwendig und hat denselben Zweck wie bei der alkoholischen 
Garung. : 

Die Versuche wurden in derselben Weise wie friher’) 
ausgefthrt. p,, der Phosphatlésung war stets 6,2; das p,-Optimum 
der Zymophosphatbildung bei der Milchséuregirung scheint 





1) Diese Zs. Bd. 188, S. 188 (1924), 
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bei etwa dieser Wasserstoffionenkonzentration zu liegen. Bei 


allen Versuchen betrug die Glucosemenge 1 g. Bei den Ver- 
suchen mit B. casei « war die Versuchstemperatur 42°, mit 
Str. lactis 20°. 


Versuche mit B. casei «. 


Versuch 1. 
2,5 g mit Wasser 2mal gewaschenes Trockenpriparat. 20 ccm 0,54 n- 


Phosphatlésung, 1 ccm Toluol. 


























: : Verminderung des Glucose 
Zeit Mg:P,0, in 1 cem Phosphats in 1 ecm 
Stunden 0 
g lo g 
0 0,0304 0 0,0259 
7 0,0301 0 0,0249 
16 0,0302 0 0,0248 
Versuch 2. 


2,5g¢ gewaschenes Trockenpriparat + Waschwasser. 20 ccm 0,54n-Phos- 
| phatlésung. 1 ccm Toluol. 























; : Verminderung des Glucose 
g hess Mg,P,0, in 1 cem Phosphats in 1 ecm 
en 
e "Lo & 
0 0,0285 ~- 0,0240 
5,5 0,0265 7,0 0,0220 
10,5 0,0249 12,6 0,0158 
24,0 0,0228 20,0 0,0185 
Versuch 8. 


2,5 g gewaschenes Trockenpriparat + 2,5 g mit 6 cem Wasser aufge- 
kochtes Trockenpriparat. 20cem 0,54 n-Phosphatlésung. i1ccm Toluol. 




















s in 
Zeit | Mg,P,0, in 1 60m] "Phogree "| in Tene 
Stunden g a, a, ¢ 
0 0,0289 ie 0,0248 
5,5 0,0264 8,7 0,0219 
10,5 0,0242 16,3 0,0145 
24.0 0,0219 24,2 0,0128 








nicht gewaschenem Trockenpriparat erwahnt. 





Zam Vergleich seien ein Versuch mit demselben, aber 
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Versuch 4. 


2,5 g nicht gewaschenes Trockenpriiparat. 28 ccm 0,5 n-Phosphatlésung. 


1 cem Toluol. 














, : Verminderung des Glucose 
Zeit Mg,P,0, in 1 ecm Phosphats in 1 ccm 
Stunden . 
& “le 7 g 
0 0,0550 = 0,0400 
3 0,0508 8,5 0,0840 
5,5 0,0440 20,0 0,0290 
16,5 0,0424 22,9 0,0210 
24,0 0,0456 17,1 — 


Das Trockenpriparat wurde von einem bei der Rahm- 
siuerung angewendeten Stamm vom Str. lactis — Stamm 12A 











Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Aktivitit des | 
durch Waschen inaktivierten Praparates ziemlich quantitativ | 
auf Zusatz vom Waschwasser oder Kochsaft von der ent- 
sprechenden Menge des Trockenpriparates zuriickkehrt. 


Versuche mit Str. lactis. 





in unserem Laboratorium — hergestellt. 























Versuch 5. 
3 g Trockenpriparat. 27 ccm 0,54n-Phosphatlésung. 1cem Toluol. 
. ‘ Verminderung des| Glucose 
Zeit Mg,P,0, in icem| —— Phosphats in 1 cem 
Stunden 6 
a g : lo 8 oo 
0 0,0568 _~ 0,0386 
4 0,0566 0,3 0,0320 
9 0,0540 4,9 0,0318 : 
24 0,0580 ye 0,0817 "7 
Versuch 6. 


8 g Trockenpriparat. 27 ccm 0,54n-Phosphatlésung. 1ccm Toluol. 


Die Liésung bis zum Sieden erhitzt. 








Zeit 
Stunden 









0 
24 
36 


i 
% 
3 
3, 
? 








: Verminderung des Glucose 
Mg,P,0, in 1 cem Phosphats | in 1eem 
g */o 
0,0572 _ 0,0340 : 
0,0573 0 0,0387 
0,0574 0 0,0836 











prea emener ope we 
asi aa Oa 
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Versuch 7. 
3g mit Wasser zweimal gewaschenes Trockenpriparat. 20 ccm 0,54 n- 
__Phosphatioeang. 1 cem Toluol. 























: : Verminderung des Glucose 
Zeit Mg,P,0, in 1 cem Phosphats in 1eem 
Stunden : 0 
g lo g 
0 0,0820 _ 0,0261 
18 0,0818 0 0,0258 
40 0,0319 0 0,0259 
Versuch 8. | 


8g gewaschenes Trockenpriparat + 3g mit 6cem Wasser aufgekochtes 


Trockenpriiparat. 20 ccm 0,54 n-Phosphatlésung. iccm Toluol. 














[ : Verminderung des Glucose 
Zeit Mg,P,0, in 1 ccm Phosphats in 1 cem 
Stunden 0 
’ g lo 8 
0 0,0285 _ 0,0251 
18 0,0276 8,2 0,0242 
40 0,0264 1,4 ae 











Die Versuche zeigen, daB Str. lactis im Gegensatz zum 
B. casei « in Gegenwart von Toluol Zucker gar nicht oder 
hichstens unbedeutend vergirt. Man kénnte darum erwarten, 
daB die Zymophosphatbildung mit diesem Bacterium sehr stark 
hervortritt. Wie aus den Versuchen jedoch hervorgeht, verhalt 
sich die Sache nicht so. Vielmehr ist die Verminderung des 
freien Phosphats wihrend der Versuche so gering, daB es ohne 
weiteres nicht klar ist, ob diese Verminderung auf die Zymo- 
phosphatbildung zuriickzufiihren ist. Weil mit dem mit Wasser 
gewaschenem Trockenpriiparat keine Phosphatverminderung zu 
finden ist und die Verminderung durch Zusatz von Kochsaft 
des Trockenpraparats wieder hervortritt, ist man berechtigt, 
die kleine Verminderung des Phosphats bei dem Str. lactis 
als eine Folge von Zymophosphathildung zu betrachten. 


Durch die fritheren und hier beschriebenen Versuche ist 
es also bewiesen worden, da8 ganz analog mit der alkoholischen 
Garung auch bei der bakteriellen Milchsiuregirung die Garungs- 
spaltung des Zuckers mit der Veresterung des Zuckers mit 
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Phosphat im Zusammenhang steht. An anderer Stelle werde 
ich berichten, da® fiir die Propionsiuregarung das gleiche 
gilt. Es ist darum méglich, daB die Zymophosphatbildung bei 
den verschiedenen biochemischen Abbauprozessen der Kohlen- 
hydrate vorkommt und daB viele Garungen ohne Veresterung 
des Zuckers nicht verlaufen. *) 

Welchen Zweck die Veresterung des Zuckers bei den 
Garungen hat, ist noch ganz unklar. Nach Harden und 
Young?) verlauft die alkoholische Girung bekanntlich nach 
den Gleichungen: 

I. 20,H,,0, + 2PO0,HR, = 2CO, + 2C,H,OH + 2H,0 + 0,H,,0,(PO,R,)- 
IL, C,H,,0(PO,R,), + 2H,0 = C,H,,0, + 2P0,HR,. 

Nach diesen Gleichungen wird bei der Girung ein Hexose- 
molekiil unter Einwirkung von Phosphaten in Alkohol und 
Kohlendioxyd gespalten, wobei gleichzeitig das zweite Hexose- 
molekiil mit Phosphaten verestert wird, um dann weiter in 
Hexose und freies Phosphat zu zerfallen. Nach Harden geht 
die Veresterung also nicht vor der Girung, sondern die Garung 
wird von Esterbildung begleitet. 

Die Gleichung von Harden steht im guten Kinklang mit 
den bekannten Tatsachen auch nach den letzten Untersuchungen 
von Kuler und Myrbick.*) Chemisch erklairt sie aber die 
Garung nicht. In welcher Weise der komplizierte Abbau des 
Hexosemolekiils verliuft, geht aus dieser Gleichung nicht hervor. 

Neuberg und Mitarbeiter haben die Aufmerksamkeit be- 
sonders auf den Reaktionschemismus und die Zwischenprodukte 
bei den G&rungen gelenkt und bei der alkoholischen Garung 
eine wahrscheinliche Erklarung der Reaktionen von den 8-Kohlen- 
stoffketten bis zu den Endprodukte gegeben. Die erste und 
unzweifelhaft die biochemisch wichtigste Stufe des Abbaus, 
die Spaltung der 6-Kohlenstoffketten in 3-Kohlenstoffketten 
wird durch diese Untersuchungen jedoch nicht erklart. 





1) Betreffend die Bernsteinsiurebildung, die als Nebengirung bei 
der Girung des Zuckers durch Propionsiurebakterien vorkommen, habe ich 
neulich bewiesen, da8 sie ohne Veresterung und ohne Co-Zymase verliuft. 

*) Proc. Bd. 80, S. 299 (1908); Bd. 81, 8. 886 (1909). | 

*) Diese Zs. Bd, 189, S, 15 (1924). 
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Auf Grund der Arbeiten von Harden und Young, Euler 
und Mitarbeitern betreffend die alkoholische Garung und von 
Embden und Mitarbeiter betreffend die Milchs’urebildung im 
Muskel und von mir betreffend die Milch- und Propionsiure- 
girung ist als bewiesen zu betrachten, dab die primaire Spaltung 
unter Mitwirkung von Phosphaten verliuft. Nach der Gleichung 
von Harden ist es zwar chemisch schwer zu erklairen, in 
welcher Weise die Phosphate hierbei einwirken. Man kann 
jedoch annehmen, da8 der Zucker zuerst mit Phosphaten ver- 
_estert wird und da die Verseifung des Esters die Méglich- 
keit der Spaltung des Hexosemolekiils gibt. Die Zymophosphat- 
bildung wire demnach ganz notwendig fiir das Zustandekommen 
der Spaltung. Ist diese Annahme richtig, so muBte die Kon- 
stitution der gebildeten Esterverbindung entscheidend auf die 
Spaltung einwirken. Betreffend die Konstitution des Zymo- 
phosphats ist unsere Kenntnis noch unvollstindig. Da8 ein 
Hexosediphosphat bei der alkoholischen Garung entsteht, ist 
von Harden und Young bewiesen, iiber die Stellung der 
Phosphatreste wissen wir noch nichts sicheres. 

Betrachtet man die Phosphatwirkung auf dieser Grund- 
lage, so ist die Frage nach der Konstitution der bei der 
Milchsiuregirung entstehenden Esterverbindung sehr interessant. 
Weil dieselbe Co-Zymase bei der Alkohol-, Milch- und Propion- 
siuregirung titig ist, scheint es nicht unmdglich, daB bei 
diesen Girungen dasselbe Zymophosphat entsteht. Die Esterifi- 
kation steht nimlich mit der Co-Zymase im Zusammenhang.’) 
Folglich wire die erste Spaltung des Zuckers auch dieselbe. 
Direkte Beweise hierfiir gibt es jedoch noch nicht. 


Um ein Bild von der Milchsiuregiirung zu erhalten, kann man 
folgende Reaktionen bei dem Abbau des Zuckers annehmen. Die Aldehyd- 
hexose geht zuerst in eine Ketohexose tiber; wonach diese mit Phosphat 
verestert wird. Fiir die gebildete Esterverbindung kann man eine von 
den folgenden Strukturen I und II annehmen. Durch Wasseraufnahme 
werden die Phosphatreste abgespalten, wobei gleichzeitig — als Folge 
der Verseifung — das Hexosemolekiil in zwei Teilen gespalten wird. 
Die Spaltprodukte wiren Dioxyaceton und Glycerinaldehyd, von welchen 





1) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 189, 8. 15 (1924). 
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die Milchsiure entsteht. Das in Freiheit gesetzte Phosphat reagiert 
dann von neuem mit Zucker und die Vergirung verliad dadurch bis 
der Zucker verschwunden ist. 


= ile CH,OH COOH 
bo Co bo —»> non 
bH.0H oder ba-P0,Na, buon ba, 
ba.Po,Na, bi.P0,Na,  gHO COOH 
H- OH buon buon —> duon 
OH,OH bu,on buon bu, 


Wird die Glucose direkt verestert, so wird das Hexosemolekiil ganz 
analog mit den obigen Formeln in 2 Mol. Glycerinaldehyd gespalten. 
DaB sowohl Glycerinaldehyd als Dioxyaceton gute Milchsiurebildner 
sind, scheint festzustehen.') Ob sie von Milchsiurebakterien vergoren 
werden, ist noch nicht untersucht. Die Arbeiten in dieser Richtung 
sind im Gang. 


Zusammenfassung. 


Die Co-Zymase ist ein ganz notwendiger Faktor bei der 
Milchsiuregiirung. Durch Waschen mit Wasser wird das 
Trockenpriparat inaktiviert, durch Zusatz von Waschwasser 
oder Kochsaft vom Trockenpriparat wieder aktiviert. 

Die Veresterung des Zuckers geht auch mit Str. lactis 
vor sich. 

Da die Zymophosphatbildung auch bei der Propionsdure- 
girung bewiesen ist, wie an anderer Stelle berichtet wird, ist 
es wahrscheinlich, daB die Garungsspaltungen bei mehreren 
Garungen mit Zucker—Phosphatveresterung eingeleitet werden. 





1) Vgl. Euler-Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischer 
Girung, 8. 155 (1915). 





























Uber die zwischen Substrat und Enzym bestehenden 
Affinitaéten und ihre Spezifitat. 
Von 


H. vy. Euler. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Dezember 1924.) 








Michaelis') hat bekanntlich zuerst eine Affinitits- 
konstante zwischen einem Enzym und seinem Substrat sowie 
den Reaktionsprodukten zahlenmaBig festgestellt, und er hat 
auf Grund dieser Messungen eine Theorie der enzymchemischen 
Kinetik entwickelt, welche — mit gewissen Modifikationen*) — 
eine der Grundlagen der wissenschaftlichen Enzymforschung 
bildet. Michaelis’ eigene Affinitiétsmessungen beschrinken 
sich auf ein spezielles Enzym, die Saccharase. Die von ihm 
berechneten Affinitétskonstanten Ky = 1/K,, haben sich als 
durchaus reproduzierbar und — allerdings in gewissen, noch 
nicht ganz genau definierten Grenzen — unabhingig vom 
Reinheitsgrad der Saccharase erwiesen. 

Die erste Wiederholung der Michaelisschen Messungen 
durch Euler und Laurin‘) an einer Stockholmer Hefe ergab 
die Konstante Ky = 40. Josephson‘) hat 4 Jahre spiter an 
der Stockholmer Unterhefe H fir die Affinititskonstante Ky 
zwischen Saccharase und Rohrzucker den Wert 54 gefunden, 
was vermutlich mit den gleichzeitigen Anderungen der Garkraft 





1) Michaelis u. Menten, Biochem, Zs. Bd. 49, S. 383 (1918). 

*) Euler, Josephson u. Myrbick, Diese Zs. 134, 8. 89 (1924). 
3) Euler u. Laurin, Diese Zs. Bd. 110, 8. 55 (1920). 

4) Josephson, Diese Zs. Bd. 184, S. 50 (1924); Bd. 186, 8. 62 (1924). 
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in Zusammenhang steht. Die Entwicklung der Enzymforschung 
in den letzten 10 Jahren hat gezeigt, daB Variationen der 
Affinitat eines Enzyms zu seinem Substrat in ziemlich weitem 
Umfang vorkommen. In sehr bemerkenswerten Untersuchungen 
hat ferner Kuhn") nachgewiesen, daB bei den nach Michaelis 
berechneten Saccharasen verschiedener Herkunft die Affinitits.- 
konstanten beziiglich Rohrzucker und Raffinose in einem 
konstanten Verhiltnis zueinander stehen, nachdem schon aus 
den Messungen von Willstaitter und Kuhn hervorgegangen 
war, da die Aktivititskurve der ,,Raffinase“ auf der alkalischen 
Seite des Optimums sehr nahe mit dem entsprechenden Kurven- 
teil der Saccharase zusammenfallt. 

Schon bevor man die Affinitét zwischen Enzym und Sub- 
strat zahlenmiBig berechnet hat, haben sich sowohl E. F. Arm- 
strong’) als H. E. Armstrong und Ormerod’) mit der Frage 
beschiaftigt, in welcher Weise und durch welche Art der 
Bindung das Molektil Enzym—Substrat zustande kommt. Meist 
diirfte entweder — im AnschluB an Emil Fischer (Vergleich 
mit der Beziehung Schliissel—Schlo8) und an E. F. Arm- 
strong) — eine allgemeine sterische Verwandtschaft zwischen 
Enzym und Substrat angenommen worden sein. Nicht selten 
findet man auch die Vorstellung, daf die Bindung des Enzyms 
an diejenige Stelle des Substrates erfolgt, welche der Auf- 
spaltung unterliegt. Gegen diese Auffassung hat sich Verfasser 
mit Josephson‘) bereits friiher ausgesprochen. 

Sowohl Euler und Josephson als Kuhn haben in vorher- 
gehenden Mitteilungen darauf hingewiesen, daB es eine der 
wichtigsten Aufgaben der enzymatischen Affinititslehre ist, 
AffinititsgréBen zwischen strukturchemisch bekannten Stoffen 
ausfindig zu machen, welche mit den zwischen Enzym und 
Substrat bestehenden vergleichbar sind. 

Die jetzt zur Verfiigung stehenden Tatsachen gestatten 


1) Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1923); Bd. 127, S. 284 (1928); 
Bd. 129, 57 (1928). : 

*) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 73, S. 516 (1904). 

*) Siche H. E. Armstrong u: Ormerod, Proc. Roy. Soc. B 178, 
S. 876 (1906). 

*) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 138, 8. 279 (1924). 
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nun den SchluB, da8 die Affinitit der Saccharase zum Rohr- 
zucker gleichzeitig durch 2 Stellen dieses Substrates vermittelt 
wird, von welchen die eine sich im Fruktoserest, die andere 
im Glucoserest befindet. Daraus ergibt sich aber unmittelbar, 
daB fir die Verbindung von Saccharase mit Rohrzucker, iiber- 
haupt fiir die Verbindung eines hydrolysierenden Enzyms mit 
seinem Substrat nicht nur 1, sondern 2 Affinititen in Be- 
tracht kommen, welche durch 2 Affinitatskonstanten be- 
stimmt werden. 

Am speziellen Fall Rohrzucker und Saccharase sei die 
neue Affinititsberechnung durch folgendes Schema. verdeutlicht: 
Fructose-Glucose mer nee we 
Saccharase Saccharase : 

Die Bindung der Spaltprodukte Fructose und Glucose an 
die Saccharase geht von zwei verschiedenen Gruppen des 
Saccharasemolekils aus; wir bezeichnen dieselben mit 1 und 2. 
Diese beiden, durch gewisse Affinititsbetrige charakterisierten 
Bindungen sind wirksam, wenn das Rohrzuckermolekiil ganz 
an das Saccharasemolekiil gebunden ist, und diese beiden 
Affinitaten kommen in der Michaelisschen Konstante KX, zum 
Ausdruck. a 
Bezeichnen wir die beiden oben angedeuteten Molekiilarten e 
mit Saccharase—Fruct.-Gl. und mit Saccharase—Rohrzucker und . 
driicken wie iiblich die Konzentrationen durch [] aus, so 
liefert das Massenwirkungsgesetz 


(Saccharase-Fruct.-Gl.] _ 
[Saccharase][Rohrzucker] “fr 


[Saccharase-Fruct.-Gl.] _ 
[Saccharase-Rohrzucker] Ry 











und 





woraus folgt 
[Saccharase] [Rohrzucker] K,, = [Saccharase—Rohrzucker] Kz . 
Da aber 





[Saccharase-Rohrzucker] _ K 
[Saccharase|[Rohrzucker]  ™“ ” 
so wird | 
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Die analogen Beziehungen gelten fiir die Molekilart 














Fructose—Glucose 
Saccharase | 
SchlieBlich 14Bt sich ohne weiteres fiir die Molekiilarten 
Fructose weeny vs ae 
Saccharase | Saccharase | Saccharase | 
aus dem Massenwirkungsgesetz ableiten: 
Ky = Ki- Ki, 


wenn wir mit K, wie frither die Michaelissche Konstante 
der Affinitit Saccharase—Rohrzucker bezeichnen, mit Ky die 
Affinititskonstante des Enzyms zur Fructose und mit Kj die 
Affinititskonstante zur Glucose. 

Es darf in diesem Zusammenhang vielleicht vorgeschlagen 
werden, die Affinitit der Saccharase zum Fructoserest mit 1, 
diejenige zum Glucoserest mit 2 zu bezeichnen und diese 
Zahlen den Affinititskonstanten Ky beizufiigen. 

Die Affinitét der Saccharase zum Fructoserest des Rohr- | 
zuckers diirfte nun von derjenigen zur Fructose selbst im all- 
gemeinen nicht sehr verschieden sein. Fir letztere ist die — 
Konstante gemessen und zwar an Stockholmer Hefe von 
Josephson zu Ki = 9 (a. a. O. S. 69). 

Was die Affinitit der Saccharase zur Glucose betrifft, so 
fand Josephson fir unsere Hefe und w-Glucose die Konstante 
Ki, = 6,4. Dazu mu8 aber bemerkt werden, daB nach den 
interessanten Befunden von Kuhn die Affinitat der a-Glucose 
zur Saccharase sich wesentlich von derjenigen zur f-Glucose 
unterscheiden kann. Dies ist allerdings bei unserer Stock- 
holmer Hefe nur in untergeordnetem Grad der Fall. 

Unter der — wie ausdriicklich bemerkt sei, vorlaufigen — 
Annahme, daB die ,,Affinitét 2“ zwischen Rohrzucker und 
Enzym derjenigen zwischen Enzym und freier Glucose an- 
nahernd gleich ist, daB also die Affinitét des Glucoserestes 
durch die anhaftende Fructose nicht: wesentlich geandert wird, 
mu8 — innerhalb gewisser Konzentrationsgrenzen und spater 
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eingehender zu erérternder Bedingungen — die Michaelis- 
sche Konstante Ky sich ergeben aus dem Produkt der beiden 
Konstanten Ky und Kj. Die gefundenen Zahlenwerte sind 54 
und 9 X 6,4 = 57,6. 

Dabei ist also die vereinfachende Annahme gemacht, dai 
durch die gleichzeitige Anwesenheit freier Glucose in der 
Lésung die Affinitit des Enzyms zur Fructose und umgekehrt 
nicht geaindert wird. 

DaB eine an der Spaltung unbeteiligte Seitengruppe die 
Affinitit zwischen Zucker und Enzym wesentlich andern kann, 
geht schon aus folgendem Umstand hervor: Wir wissen durch 
die Untersuchungen von Willstatter und Kuhn’), dab 
Raffinase mit Saccharase identisch ist und dieses Ergebnis 
hat durch Josephson kirzlich weitere Stiitzen erhalten. 
Weiter haben die Messungen von Kuhn und dann von 
Josephson ergeben, daB die Affinitét zwischen dieser Fructo- 
sidase und Raffinose sich zu der Affinitét Enzym—Rohrzucker 
verhalt wie etwa 16:1. Das folgende Schema macht die Ver- 
hiltnisse vielleicht deutlicher: 


oo pew 
| Saccharase | 

Wenn die Affinitatskonstante Enzym—Fructose in beiden 
Fallen die gleiche ist (Kj, = 9), wiirde sich nach obigen 
Gleichungen (S. 81 u. 82) fir Kj fiir Melibiose der Wert 0,4 
berechnen. Tatsichlich haben die Messungen von Josephson 
ergeben, daB diese Affinititskonstante sehr klein ist (a. a.O. 8S. 71). 

In Ubereinstimmung mit dem hier Gesagten steht der 
Befund von Josephson, daB sich dieselben Affinitatskonstanten 
zwischen der ,,Raffinase‘ und den verschiedenen Formen der 
Glucose berechnen wie zwischen diesen Glucoseformen und der 
Saccharase. Ferner mag hier noch der folgende Satz aus der 
zitierten Mitteilung von Josephson angefiihrt werden: ,,Die 
Annahme, daB gerade der Fructoserest die Bindung der 
Substrate zum vorliegenden Enzym vermittelt, wiirde, wenn 








1) Willstatter u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 4, (1921). 
J6* 
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die Identitét von nicht nur Saccharase und Raffinase, sondern 
auch die der Saccharase, Gentianase und Stachyase bewiesen 
werden kénnte, eine neue Stiitze erhalten.“ Aus der hier 
skizzierten Erweiterung der Grundlagen der enzymatischen 
Kinetik ergibt sich nun eine Reihe neuer Fragen und Auf- 
gaben. 

Halten wir uns an das spezielle Beispiel Rohrzucker— 
Saccharase, so ist zunichst an verschiedenen Saccharasepripa- 
raten, besonders an denjenigen, welche Kuhn auf Grund seiner 
bemerkenswerten Messungen als Fructo-Saccharasen hervor- 
hebt, die Konstanz des Verhiltnisses Ky: Ki,- Ky zu priifen; 
hierauf werden wir demnichst zuriickkommen. 

Schon aus den jetzt vorliegenden Tatsachen ist es un- 
verkennbar, daB die beiden Affinititen der Saccharase, die wir 
oben mit 1 (Fructose) und 2 bezeichnet haben, nicht nur 
nicht den gleichen Zahlenwert besitzen (dies kénnte als eine 
Zufalligkeit betrachtet werden), sondern auch ihrer Natur nach 
nicht gleichwertig sind. Wir wollen die beiden in diesen und 
analogen Fallen als spezifische und Gruppen-Affinitit 
unterscheiden: ) 

‘Die scharfe Abgrenzung dieser Spezifititen scheint mir 
eine wesentliche experimentelle Aufgabe der Enzymchemie. 
Einstweilen l48t sich folgendes sagen: 

Die Affinitét 1 kénnen wir bis jetzt’) durch keine andere 
Gruppe abs&ttigen, als durch die in der Fructose enthaltene; 
damit ist schon ausgedriickt, daB Fructose-Derivate, die diesen 
Rest unverindert enthalten, ebenfalls diese spezifische Affinitit 
zeigen werden, konstitutiv etwa so beeinfluBt, wie die elektro- 
lytische Dissoziationskonstante einer Siure durch Substitution 
usw. konstitutionschemisch beeinfluBt wird. 

Die Spezifitit der Affinitét 2 ist offenbar viel geringer. 
Es geht dies vor allem aus den Hemmungsmessungen hervor, 
welche ja, seit ihrer Einfiihrung durch E. F. Armstrong, 
iiberhaupt sehr wesentliche Aufklirungen in kinetischer Hin- 





1) Wenigstens soweit es sich um Kultur-Hefensaccharase handelt. 
Die Befunde von Hattori [Biochem. Zs. Bd. 150, 8.150 (1924)] erfordern 
eine besondere Priifung und Besprechung. 
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sicht gebracht haben. Die meisten der hemmenden Zucker- 
arten diirften an der Affinititsstelle 2 gebunden werden und somit 
— wenn Rohrzucker vorhanden ist — den Ubergang von Mole- 
kilart Saccharase—Fructose in Saccharase—Rohrzucker hindern. 
Vergleichende Hemmungsversuche mit je einem Paar von Zucker- 
arten diirften hieriiber Aufschliisse geben. Die Affinitat der 
Affinitatsstelle 2 diirfte aber noch viel umfassender sein und die 
Bindung meB8barer Betrige von aliphatischen Alkoholen itiber- 
haupt erméglichen, wobei natiirlich sowohl der Affinitatsbetrag 
selbst von Fall zu Fall stark variieren kann, als auch die 
Spaltungsgeschwindigkeit bzw. Reaktionsgeschwindigkeit. des 
ganzen Komplexes 
: vee 
| Saccharase 

In diesem Sinne ist wohl die von Kuhn vorgeschlagene 
Unterscheidung zwischen Hauptwirkung und Nebenwirkung 
eines Enzyms beizubehalten. 

In anderen Fallen, wie z. B. bei den Glucosiden, kann 
auch die Spezifitit der Affinitét 1 weniger ausgesprochen sein 
als diejenige zwischen Saccharase und Fructose. Wir kommen 
damit ins Gebiet der unspezifischen katalytischen Hydrolysen. 

Vor einiger Zeit’) habe ich versucht, einen Zusammen- 
hang herzustellen zwischen beiden Erscheinungsgebieten, und 
zwar wurde betont, daB wir einerseits in beiden Fallen die 
Konzentration der reaktionsvermittelnden Molekiile in Be- 
tracht zu ziehen haben und daB andererseits der wesent- 
liche reaktionskinetische Unterschied zwischen der Rohr- 
zuckerkatalyse durch Séuren und durch Saccharase darin 
liegt, da8 im allgemeinen der Fortschritt der Reaktion hervor- 
gerufen wird 

bei Saurekatalyse durch relativ grobe Konzentrationen 
des Katalysators, welche mit kleiner Affinitét an das Substrat 
gebunden werden, 

bei Enzymkatalyse durch rund 10° mal kleinere Kataly- 








*) Euler, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 8588 (1922). 
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sator-Konzentrationen, welche mit sehr viel gréBerer Affinitat 
an dem Substrat haften. 

Bei diesem Vergleich, mit dessen Ausarbeitung wir in diesem 
Laboratorium beschiftigt sind, war zunaichst die Annahme ge- 
macht worden, daB die Reaktionsfahigkeit der reaktionsvermit- 
telnden Molekiile, wie sie fiir beide Falle berechnet wurden, 
gleich ist. Inwieweit Verschiedenheiten der Reaktionsfihigkeit 
der reaktionsvermittelnden Molekiile Az bis auf weiteres gegen- 
iiber den sehr grofen Unterschieden der Konzentration der- 
selben vernachlissigt werden kénnen, wurde in einer Reihe von 
Arbeiten, besonders zusammen mit E. Rudberg?) zu unter- 
suchen begonnen. Es hat sich dabei gezeigt, daB der Aus- 
druck k:ri, die spezifische Reaktionsfahigkeit der reaktions- 
vermittelnden Molekiile, keineswegs durchaus konstant ist. 

Dazu haben wir auch hier darauf hinzuweisen, daB die 
Berechnung von ri, wie sie in den Arbeiten von Euler und 
Svanberg eingefiihrt und dann weitergefiihrt wurde, die 
reaktionsvermittelnden Molekiile erster Ordnung betrifft. Die 
Reaktionsgeschwindigkeit ist — unter Voraussetzung gleicher 
spezifischer Reaktionsfahigkeit k/ri — mit ri proportional. Wir 
kénnen aber nicht annehmen, daB die Molekiile Ri selbst die 
Umwandlung (z. B. die Hydrolyse) erfahren; vielmehr gehen 
dieselben in eine Molekiilart bzw. Ionenart Ai II (friiher als 
R. v. M. II bezeichnet) iiber, deren Konzentration sich nicht mehr 
nach dem Massenwirkungsgesetz berechnen laBt?); mit KE. Rud- 
berg werde ich demnichst auf diese Frage zuriickkommen. 

Die Analogie zwischen der Katalyse durch Saéuren und 
durch Enzyme kann nun auf Grund des eingangs entwickelten 
Gesichtspunktes eine gewisse Erweiterung erfahren. Zunichst 
haben wir es offenbar auf Grund des S.82 angegebenen 
Schemas mit zwei Arten von reaktionsvermittelnden Molekiilen 
zu tun. Man kann aber weiter fragen, in welcher Weise das 





1) Euler u. Rudberg, Zs. f. anorg. Chem. Bd. 127, 8. 244 (1923). 
Euler u. Rudberg, Zs. f. Physik Bd. 16, 8. 54 (1923). 

*) Siche Euler, Myrbick u. Rudberg, Sv. Vet. Akad. Archiv 
f. Kemi Bd. 8, Nr. 28 (1923); ferner Euler u. Rudbérg, Zs. physik. 
Chem. Bd. 110 (Nernst-Festschrift), §. 248 (1924). 
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Zustandekommen der zweiten Bindung zwischen Rohrzucker 
und Saccharase die Spaltungsfahigkeit erhéht. Bei Hintreten 
der zweiten Bindung ist vorauszusehen, daB die relative Lage 
der beiden Hexosereste — im allgemeinen der beiden Atherartigen 
Komponenten — geindert wird und es ist zu untersuchen, ob 
etwa der gleiche Effekt bei der nicht enzymatischen Spaltung 
des Rohrzuckers und verwandter Hydrolyte zu erwarten ist. 

Wie hinsichtlich der Reaktionsfahigkeit der Ionenart 2: 
ohne Ejinfiihrung von bestimmten Hypothesen experimentell 
erforscht werden soll, inwieweit bei analogen Reaktionen 4/ri 


- Bhnliche Werte annimmt, so sei auch hier einstweilen nur als 


Arbeitshypothese die Analogie aufgestellt zwischen’) 
Saccharase—Fructose, Saccharase—Rohrzucker und den ent- 
sprechenden Ionen einerseits, und. 
Rohrzucker—H und Rohrzucker—H-Cl andererseits, und 
es sei fiir k-10*-=1 und 0,1 n-Rohrzucker folgende Konzen- 
trationsberechnung versucl ‘: 


ril ré¢ il 
HCl 10-10~® 107 °—10—# 
Saccharase*) 0,2 10-° 10'1—197-13 


Einen besonderen Fall der Spezifitit bildet die zwischen 
mutameren Formen bestehende. Hier liegen einerseits die 
Ergebnisse von Kuhn und von Josephson vor, nach welchen 
bei gewissen Enzympriparaten die Affinitit Verschiedenheiten 
zeigt, andererseits besitzen wir die klassischen Ergebnisse von 
Bourquelot, nach welchen das Konzentrationsverhiltnis. 

[a-Glucose] ad [8-Glucose] 
[«-Glucosid] [8-Glucosid] 
verschieden ist. 

Besonderes Interesse gewinnt dieses Problem einerseits 
durch den neueren Nachweis, daB in gewissen Mikroorganismen 
sowohl «- als §-Glucosidase vorkommt*), ein Ergebnis, welches 











") Vergl. Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 133, S, 279 (1924)- 

*) Unter Beriicksichtigung unseres Saccharase-Aquivalentes und 
unter Annahme von 50°/, inaktivierten Saccharasemolekiilen (vergl. 
Josephson, Diese Zs. Bd. 186, S. 224 (1924)). 

*) Siehe J. Hatano, Biochem. Zs. Bd. 151, 8. 501 (1924). 
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wir hier an einem Praparat von Taka-Diastase bestitigen 
konnten, andererseits durch die Wahrscheinlichkeit, daB im 
tierischen Organismus eine dritte Glucoseform eine wesentliche 
Rolle spielt.1) Mit Herrn Lindstal habe ich die enzymatische 
Umwandlung von @-d-Glucose von neuem versucht und es sind 
tatsichlich gewisse Anzeichen fir eine solche Katalyse vorhanden. 

Die eventuelle enzymatische Katalyse der Umwandlung, 
der w-Glucose in #-Glucose?) hat uns auch deshalb beschiftigt, 
weil ein hier wirksames Enzym vermutlich an der gleichen 
Affinitatsstelle e-Glucose und #-Glucose binden wiirde, wihrend 
es z. B. beziiglich der Maltase naheliegend (allerdings noch nicht 
notwendig) ist anzunehmen, daB die spezifische Affinitaét eine 
«-Konfiguration erfordert. 

SchlieBlich sei besonders darauf hingewiesen, daB durch 
die hier vorgelegte Betrachtungsweise die enzymatischen Gleich- 
gewichte mit den nicht enzymatischen rationell verkniipft 
werden. Verf. hat friiher die a priori nicht ausgeschlossene 
Méglichkeit diskutiert, daB durch Wahl von Konzentrationen 
zweier Enzyme wesentliche Gleichgewichtsverschiebungen zu- 
stande kommen kénnen. Dieses friiher mégliche Paradoxon 
erledigt sich durch die notwendige Beziehung zwischen der 
Affinitit zum Substrat und zu den Reaktionsprodukten. 

Allerdings kénnen Affinitatsinderungen eintreten durch 
Hilfsstoffe (Co-Enzyme, Hormone), welche sich an das Substrat 
oder das Enzym anlagern oder stéchiometrisch ein Bindeglied 
bilden nach dem Schema: Enzym—Co-Enzym—Substrat. 





1) L.B. Winter u. W.Smith, J. of Physiol. Bd. 57 (1923). Aut 
gegenteilige Befunde kommen wir an anderer Stelle zuriick. 

2) Siehe hierzu Euler u. Hedstrém, Sv. Vet. Akad. Archiv f. 
Kemi Bd. 9, Nr. 17 (1924). 

Nachschrift bei der Korrektur: In einer kiirzlich erschienenen, 
interessanten Mitteilung [Zs. f. physikal. Chem. Bd. 113, 8. 889 (1924)], 
welche Herr P. Kuhn mir freundlichst zusandte, hat dieser Forscher 
mit P. Jacob die katalytische Mutarotation nach dem gleichen Prinzip 
wie Euler u. Hedelins [Biochem. Zs. Bd. 107, 8. 150 (1920)] aber mit 
Einfihrungen bemerkenswerter Anderungen behandelt. Wir werden 
auf dieselben demniichst zuriickkommen. 
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Uber die Galaktosevergarung durch Hefe nach 
Vorbehandlung mit dieser Zuckerart. 


Von 


Hans vy. Euler und Ragnar Nilsson. 
Mit 4 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stcckholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20, Dezember 1924.) 








Die ersten eingehenden Untersuchungen iiber die Ver- 
girung der Galaktose durch Hefe verdankt man bekanntlich 
E. F. Armstrong’), welcher eine gréBere Anzahl von Hefen 
hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Vergirung von Glucose, 
Fructose und Galaktose verglichen und dabei festgestellt hat, 
daB die Vergirbarkeit letzterer Zuckerart von derjenigen der 
iibrigen stark abweicht.?) 

Nachdem Dienert*)im AnschluB an Versuche von Dubourg 
Versuche iiber die Gewéhnung einer Hefe an Galaktose gemacht 
hat, welche in manchen Punkten die Kritik herausfordern, 
hat Slator‘) wertvolle Messungen iiber den seither als ,,An- 
passung an Galaktose“ bezeichneten Vorgang ausgefiihrt. Bald 
darauf fanden Harden und Norris ) die bemerkenswerte Tat- 
sache, daB der PreBsaft einer an Galaktose gewéhnten Hefe 
ebenfalls Galaktose zu vergiren imstande ist; ferner zeigte 





1) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 76, S. 600 (1905). 

*) Von ilteren Beobachtungen seien besonders diejenigen von 
E. Fischer u. Thierfelder erwihnt (Chem. Ber. Bd. 27, 8. 2031 (1894)). 

*) Dienert, Ann. Inst. Pasteur Bd. 14, S. 189 (1900). 

*) Slator, Jl. Chem. Soe. Bd. 93, S. 217 (1908). 

5) Harden u. Norris, Proc. Roy. Soc. Bd. 82, 8. 645 (1910). 
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sich der gleiche Einflu8 des Phosphatzusatzes auf die Ge- 
schwindigkeit der CO,-Einwirkung wie bei Glucose. 

Den zeitlichen Verlauf des Vorganges, durch welchen 
Hefe die Fahigkeit zur Galaktosevergirung erwirbt, hat der 
eine von uns mit David Johansson?) studiert; die Resultate 
sind in einer Anpassungskurve zusammengefaBt, welche im 
allgemeinen mit derjenigen vergleichbar erschien, nach welcher 
andere hydrolysierende Enzyme, besonders Saccharase in der 
Hefe unter dem Einflu8 einer Vorbehandlung gebildet werden. 

In diesem Laboratorium sind wir dann nochmals auf die 
Galaktosegirung zuriickgekommen, und zwar haben Euler 
und Laurin den Einfiu8 von Aktivatoren des Hefewassers 
naher untersucht. Wéahrend iiber die Art der dabei wirk- 
samen Aktivatoren keine entscheidenden Ergebnisse erhalten 
werden konnten, ergab sich ein Resultat?), welches fiir unsere, 
im zweiten Teil dieser Arbeit mitgeteilten Versuche Ausgangs- 
punkt gewesen ist, nimlich die Tatsache, da die Garungs- 
beschleunigung durch Hefenextrakt entweder ganz ohne Ver- 
mehrung der Zellenzahl vor sich geht oder wenigstens viel 
gréBere Betrige annimmt, als der Zellenvermehrung entspricht. 

Unter den Arbeiten der letzten Jahre sind dann diejenigen 
von Willstatter und Sobotka,’) von Séhngen und Cool- 
haas*) und von Abderhalden®) zu erwihnen. 

Wenn wir auf.die Versuche von Willstatter und 
Sobotka erst in einer spiteren Mitteilung zuriickkommen, so 
sei immerhin die Tatsache, von welchen sie bei ihrer Diskussion 
ausgehen, schon hier angefiihrt. 

Driickt man das Verhiltnis der Girfaihigkeit fiir Galaktose 
zu jener fir Glucose durch den Quotienten aus den Halbgir- 
zeiten oder durch das reziproke Verhiltnis der entwickelten 
CO,-Mengen im Zeitpunkt halber Garung aus, so kann der 





1) Euler u. D. Johansson, Diese Zs. Bd. 78, S. 246 (1912). 

*) Euler u. Laurin, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 7, Nr. 28 
(1920). 

%) Willstatter u. Sobotka, Diese Zs. Bd. 123, 8. 176 (1922). 

*) Sshngen u. Coolhaas, Jl. of Bact. Bd. 9, 8. 181 (1924). 

5) Abderhalden, Fermentf. Bd. 8, 8. 42 (1924). 
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im Verlauf der Anpassung erreichte Wert 100:100 zugunsten 
der Galaktose iiberschritten werden. Bei den Versuchen von 
Slator war das Verbiltnis der Halbgirzeiten etwa 65: 100, 
bei Harden und Norris 84:100, wihrend Willstatter und 
Sobotka 75:100 fanden. 

Bei der Untersuchung von Gemischen von Glucose und 
Galaktose fanden nun die genannten Forscher, daB sich das 
Verhiltnis der Girungsgeschwindigkeiten im Gemisch wesentlich 
zugunsten schnellerer Glucosegérung von dem Geschwindigkeits- 


_verhaltnis der Hinzelgirungen unterscheidet. 


Séhngen und Coolhaas nehmen die Bildung einer 
Galaktose-Zymase bei der ,Anpassung“ an Galaktose an. 

Abderhalden hat sich besonders die Frage vorgelegt, 
ob bei der Galaktosegiirung in der Giarflissigkeit keine Sub- 
stanzen auftreten, welche die Vergirung dieses Kohlehydrates 
in nachweisbarer Weise beschleunigen und er kommt auf 
Grund seiner Versuche zum Ergebnis, daB dies nicht der 
Fall ist. Auch zeigte sich die Durchlissigkeit der Zellgrenz- 
schichten unverindert. 

Unsere eigenen Versuche, die wir hier mitteilen wollen, 
betreffen zwei Fragen. Erstens kommen wir auf unsere 
friihere Untersuchung iiber den Einflu8 des Hefenwassers auf 
die Galaktosegirung zuriick, nachdem es durch die Fortschritte 
in der Reinigung der Co-Zymase und des Biokatalysators Z 
nunmehr besser als friither méglich ist, die Wirkung der 
Co-Zymase von derjenigen anderer, thermostabilerer Biokata- 
lysatoren zu unterscheiden. 

Zweitens haben wir wieder die Frage aufgenommen, ob 
und in welchem Grad die bei frischer Hefe allmahlich ein- 
tretende Fahigkeit zur Galaktosevergirung mit protoplasma- 
tischen Neubildungen oder iiberhaupt mit vitalen Erscheinungen 
zusammenhingt. 


Versuchsbedingungen. 
Die Garversuche sind simtlich in dem in diesem Labora- 


torium stets verwendeten Schiittelthermostaten, und zwar bei 
30° ausgefiihrt worden, es kam aber nicht die friither be- 
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schriebene Mikromethode zur Anwendung, vielmehr betrug das 
Volum der Giarflissigkeit (wie jedesmal angegeben) 10 oder 
11 ccm und befand sich in Erlenmeyerkolben, welche ein- 
schlieBlich GummiverschluB ganz in das Wasser eintauchten. 
Die entwickelten CO,-Volumina sind bei Atmospharendruck 
tiber Hg abgelesen.') 

Die Zusammensetzung der Garungsgemische ist bei jedem 
einzelnen Versuch angegeben. Im allgemeinen wurde Phos- 
phatpuffer verwendet; iiber die Aciditat siehe unten. 

Die Anpassungen sind hingegen mit gréBeren Mengen 
von Hefe und von Galaktoselésungen ausgefiihrt worden, und 
zwar in der Regel mit 100 ccm 2°/,iger Galaktoselésung und 
mit 10g Hefe. Die Versuchszahlen findet man in jeder 
Tabelle. 

Zu den Anpassungsversuchen ist im allgemeinen Kahl- 
baumsche Galaktose verwendet worden, die Garungsversuche, 
wo es besonders wichtig war, die Gegenwart von Glucose aus- 
zuschalten, sind nur mit einer ganz reinen Galaktose von 
Special Chemical Comp. Chicago ausgefihrt. 

In den Versuchen mit frischer Hefe wurde die Oberhefe 2 
verwendet, dagegen ist die Trockenhefe die friiher hier oft 
untersuchte Unterhefe H. 


Versuche. 


Ks war bisher nicht festgestellt, ob das Aciditats-p,- 
Optimum fiir Galaktose das gleiche ist wie das friher 
von Kuler und Heintze fiir Glucose festgestellte. Die 





) Bei der Besprechung der alkoholischen Girung schreibt Kuhn 
(Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente 5. Aufl, 8. 370): Wiilstatter 
und Steibelt .... und neuerdings auch H. v. Euler und seiner Mit- 
arbeiter fangen die Kohlensiure tiber Quecksilber als Sperrfliissigkeit 
auf.“ Diese zeitliche Verwechslung erledigt sich leicht durch Angabe 
von Jahreszahlen: Willstitter u. Steibelt (Diese Zs. Bd. 115) 1921. 
— Euler u. Lundeqvist (ebenda Bd. 72) 1911. — Euler u. Johansson 
(ebenda Bd. 78) 1912 usw. | 

Seit wir in diesem Laboratorium volumetrische Gaérungsmessungen 
ausgefiihrt haben, ist dies nie mit anderer Sperrflissigkeit als Queck- 
silber geschehen. 
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Verhialtnisse sind noch nicht ganz geklart, einstweilen laBt 
sich aus der folgenden Tabelle ersehen, dab die Giarungs- 
geschwindigkeit von p,, = 4,7—6,25 (bei gleichzeitiger Anderung 
von PO,) zunimmt, was bei Glucose erst zu untersuchen ist. 

















Tabelle 1. 
Stunden 
4 | 320 | wer ei SS 
Ohne Phosphat. pq = 5 . 0. | 18,5 | 24,1 | 88,9 | 41,8 
- 0,8 n-PO, py = 4,7. o | 99 | 166 | 231 | 28,8 
0,6 n-PO, py = 6,25 o | 88 | 18,6 | 32,4 | 44,4 




















I. Einfiu8 von Aktivatoren auf die mit Galaktose 
vorbehandelte Hefe. 
Zur Anpassung wurde die Hefe R verwendet. 

250 com einer 2°/,igen Galaktoselésung wurden sterilisiert 
und nach dem Abkiihlen mit 25g Hefe versetzt. Nach 
48 Stunden wurden 75ccm herausgenommen. Die Hefe wurde 
abzentrifugiert, in Wasser aufgeschlemmt, wieder abzentri- 
fugiert und in 50 com Wasser aufgeschlemmt. 

Trockengewicht der Jiefensuspension 0,0188 g per 0,5 ccm. 

Zu den Girungsversuchen wurden folgende Reaktions- 
mischungen benutzt: 








A. B. C. 

1ccem 10°%/,ige Phos- 1cem 10°/,ige Phos- icem 10%,ige Phos- 

phatlésung phatlésung phatlésung 
4 ccm Wasser 8cem Wasser 3cem Wasser 
0,5cem Hefensusp. 1eem Hefenwasser 1cem Co-Zymasepriip. 
0,25 g Galaktosc 0,5 cem Hefensusp. 0,5cem Hefensusp. 

5,5 com 0,25 g Galaktose 0,25 g Galaktose 
5,5 ccm 5,5 ecm 


Mit Glucose wurde eine entsprechende Versuchsreihe ge- 
macht. Zur Darstellung des Hefenwassers wurden 15 g 
Trockenhefe in 200 ccm siedenden Wassers eingerihrt, eine 
Viertelstunde lang gekocht und dann wahrend einigen Stunden 
bei etwa 90° digeriert. Darauf wurde filtriert und das Pra- 





y 
es 
t 

4 

3 

‘ 
2 











94 H. v. Euler und Ragnar Nilsson, 


parat wurde zu den Versuchen in einem Pasteurkolben steril 
auf bewahrt. oe ; 


Trockengewicht des Hefenwassers 0,047 g per 1 ccm. 


Von dem Co-Zymasepraparat entwickelte zu Beginn der 
Untersuchung 1 ccm mit 0,2 g Hefe und 0,1 g Glucose 7,6 ccm 
CO, per Stunde. Nach dem letzten Versuche wurde es neu 
gepriift und entwickelte dann 7,3 com CO, per Stunde. 


Treckengewicht des Co-Zymasepriiparats 0,038 g per 1 ccm. 





























Tabelle 2. 
Galaktose Glucose 
Stunden 

Hefen- Co- Hefen- Co- 
Wasser | Wasser Zymase Whsese wasser | Zymase 

0 a 036°] — | ose 0,50 0,45 
1 ~ ~ 0,90 — 1,95 4,00 8,80 
2 —_ 2,30 ~m 4,00 | 10,10 1,12 
8 an 8,70 — 6,45 |. 16,70 12,08 
5 see 11,00 — 11,45 | 81,10 20,28 
8 ~ 29,30 8,10 — — — 























Nach einer Anpassungszeit von 119 Stunden wurde eine 
neue Probe herausgenommen. Die Hefe wurde wie vorher be- 
handelt. 


Trockengewicht der Hefensuspension 0,0162 g per 0,5 ccm. 
Zu den Garungsversuchen wurde aufer den oben schon | 


erwaihnten Liésungen auch eine Liésung von folgender Zu- 
sammensetzung benutzt: 


Srestasis ia heat hc 


1eem 10°/,ige Phosphatlésung ' 
4cem Wasser 0,5 ccm Hefensusp. ne if 
icem ZPrip. 0,25 ¢ Galaktose oder Glucose } 


Beim vorigen Versuche hatte es sich als zweckmifiger 
erwiesen, die Girungen in einem etwas gréBeren Volumen vor- 
zunehmen., 

Zum folgenden Versuche sind 10 ccm Lisung benutzt 
worden. ° | 

Trockengewicht des Z-Priparats 0,0774 g per 1 cem. ? 
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Tabelle 3. 
—— = 
Galaktase Glucose 
efen-| Co- Hefen- Co- 
‘Wasser wasser | Zymase &Prip. wasser | Zymase oP rip. 
0 a vi a = mite 0,50 1,80 
0,5 — _ — — 2,10 2,05 2,10 
1 _ we — — 5,20 8,80 5,45 
1,5 — set a -_ 10,90 6,50 | 11,00 
2 a — a 1,00 | 19,20 9,50 | 18,80 
2,5 — on; 8,05 | 29,40 | 1810 | 29,80 
8 a 290 | — 5,55 | 39,30 | 16,50 | 40,90 
3,5 — 5,60 | 0,70 8,65 | 50,30 | 21,60 | 58,85 
4 ea 8,95 | 2,00 | 12,60 | 61,90 | 26,10 | 66,85 
4,5 — | 18,15 | 8,10 | 16,90 | 74,20 | 28,20 | 17,50 
5 — | 17,95 | 4,80 | 21,80 | 85,70 | 388,20 | 91,70 
5,5 — | 28,85 | 6,40 | 27,50 | 90,80 | 87,50 | 95,20 
5 — | 29,45 | 7,90 | 88,20 | 90,80 | 41,50 | 95,60 
WS) 
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Wie aus der Fig. 1 hervorgeht, sind sowohl Hefenwasser 


als auch Z-Priparat in Uberschu8 verwendet. 


EinfluB der Mineralbestandteile des Hefewassers. 
Um zu entscheiden, ob im Hefenwasser Mineralsalze vorkom- 
men, die die Garung aktivieren, wurde folgender Versuch gemacht. 
Die Reaktionsmischungen hatten folgende Zusammen- 


setzung: 
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A. 0,5 g Galaktose, 2 cem 10°/,ige Phosphatlésung, 8ccm Wasser, 
1cem Hefensusp., die Asche von 2cem Hefenwasser. 
B. Dieselbe Zusammensetzung wie A aber ohne Asche. 
a) und b) entsprechen den Liésungen A und B, aber sind mit 
Glucose statt Galaktose ausgeftihrt. 
c) 0,2 g Glucose, 0,5cem 10°/,ige Phosphatlésung, 0,5 com Hefen- 
wasser, 1 com Hefensusp. 


r. 


tnterp. 





com C02 














Fig. 2. 


Anpassung bei Gegenwart von Z-Priparat. 


Das Z-Priparat (vgl. Euler und Swartz’), sowie Euler 
| und Myrbick*)) ist nach den von Myrback gegebenen Vor- 
: schriften dargestellt worden. Das Trockengewicht der an- 
Aad gewandten Z-Lisungen ist bei den folgenden Versuchen an- 

gegeben worden. 





i Zusammensetzung der Anpassungsmischungen. 

‘ A. /. 

{ 100 cem 2°,ige Galaktoselésung 90 ccm 2,2°/,ige Galaktoselésung. 
i (Kahlbaum). 10 cem Z-Lésung. 

: 10 g Hefe. 10 g Hefe. 


1) Euler u. Swartz, Diese Zs. Bd. 140, S. 146 (1924). 
*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 141, S. 297 (1924). 
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: Zusammensetzung der Girungsmischungen. 
2eem Phosphatlésung. py = 6,25. 
8 cem Wasser bzw. 8 ccom Z-Lisung (enth. 0,0155 g Trockengew.), 


1 ccm Hefensuspension (0,144 g per 1 ccm). 


0,5 g Galaktose (Special Chem. Comp.). 




























































































n- Totalvolumen 11 ecm. 
Tabelle 4. 
A. Anpassungszeit 0 Stunden (frische Hefe). 
| Anpassung Vergiirung ohne Z| Vergirung mit Z 
Stunden 
Galak- Galak-| 

Ohne Z || Mit Z reo Glucose tose | Glucose 

0 010 106;08] 0 0 | 0 0 0,8} 0 
0,5 2,0 | 0,5 13,6 | 14,0 18,0 | 18,9 
1 2,17 | 1,6 28,1 | 27,2 89,0 | 41,7 
1,5 4,0 | 8,2 42,1 | 39,9 59,9 | 62,6 
2 0 | 0 | 52] 42 55,8 | 52,4 78,3 | 80,1 
25 | 22] 2,1] 61] 5,2 67,8 | 64,0 82,9 | 82,6 
3 4,3| 4,3] 6,6 | 6,0 18,7 | 74,8 84,5 | 88,5 
3h | 6,4| 6,5] 7,0 | 66 88,0 | 88,7 84,5 | 88,7 
4 8,8| 9,0] 7,6 | 7,4 89,9 | 88,9 85,1 | 84,0 
4,5 $11,3)11,6) 81 | 82], 0 90,6 | 90,0] 0 85,1 | 84,4 

Tabelle 5. 
B. Anpassungszeit 45 Stunden. 
Die Hefe vorbehandelt, Die Hefe vorbehandelt, 
ohne Z-Priparat mit Z-Priparat 

Stunden] Vergirung Vergirung Vergirung Vergirung 

ohne Z-Prip. || mit Z-Prip. | ohne ZPrip. || mit ZPriip. 
r Galak-| Glu- ||Galak-| Glu- | Galak-| Glu- |Galak-| Glu- 
3 tose | cose | tose | cose | tose | cose | tose cose 
oO 0 0 0 05 | 0 0,2 o Pos 
0,5 0 2,7 0,2 2,7 
1 0,4 5,6 1,5 6,8 

1,5 0,8 11,2 - 8,7 14,7 

2 is | 0 | i% 6,3 Oo | ms 

2,5 8,5 1,6 | 28,0 9,4 1,6 | 30,4 

3 5,2 | 4,0 | 80,3 12,6 4,0 | 88,7 

8,5 1,3 || 7,0 | 86,7 160 | 6,4 | 466 

4 9,2 | 101 | 429 | oO 21,8 | 14,9 | 58,9 

4,5 11,3 | 140 | 498 | 05 | 31,8 || 18,6 | 66,2 

5 18,5 | 18,1 | 560 | 1,7 | 848 | 221 | 72,5 

5,5 0 15,5 || 22,5 | 61,5 27 | Si 26,5 | 19,4 




















Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLIII. 
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Zusammensetzung der Reaktionsmischungen wie beim 
Versuch I. Die Hefe ohne ZPraparat vorbehandelt: Trocken- 
gewicht der Hefensuspension 0,030 g per 1 ccm. 

Hefe mit Z-Priparat vorbehandelt: Trockengewicht Aer 
Hefensuspension 0,035 g per 1 ccm. 


Vorbehandlung der Hefe mit Galaktose in Gegenwart 
von Phenol. 

Wie neuere Versuche aus diesem Laboratorium gezeigt 
haben, lassen sich solche Phenolkonzentrationen herstellen, daf 
die Hefe einen wesentlichen Teil, etwa die Halfte, ihres Giar- 
vermégens behilt, wihrend die Zellvermehrung vollkommen 
gehemmt ist. Wir haben bei einigen Versuchsreihen mit 
Phenolzusitzen gearbeitet, um den EHinfluB solcher Vorginge 
auszuschlieBen, die mit der Fortpflanzung der Hefezellen zu- 
sammenhingen. Die Versuche wurden demgemié8 folgender- 
maBen angestellt: 

10 g Hefe wurden in 100 com einer 2 °/,igen Galaktose- 
lésung vorbehandelt. Aciditéit durch Phosphatpuffer p, = 5,44. 
Die Lésungen waren in bezug auf Phenol 0,04 bzw. 0,06 normal. 
(Lésung Vb). 

Tabelle 6, 
A. Vorbehandlungszeit 25 Minuten in Phenollésungen. 

















| Lés. Vb. — 0,04 n-Phenol Lés. Vb. — 0,06 n-Phenol 
Stunden | Vor- Girung | Girung Vor- Girung Giirung 
behand- der der behand- der der 
lung |Galaktose} Glucose | lung /Galaktose| Glucose 
1,8 0 0 0,7 0 0 0 
2,5 0 0 1,4 0 0 0 
3 0 0 2,2 2,8 0 2,0 
4 0 0 3,0 48 0 2,4 
4,5 0 0 8,4 4,1 0 2,8 
5 0,8 0 4,8 5,1 0 3,2 
5,5 0,5 0 5,4 5,2 0 8,1 
6 0,5 0 6,6 5,2 0 4,2 
17,5 8,1 8,3 42,4 BT 4,8 40,3 




















Zusammensetzung der Reaktionsmischungen wie auf §. 97 
angegeben. Phosphatpuffer ist p, = 6,25. Der Verlauf der 
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Vorbehandlung wurde in einem Volumen von 10 ccm ver- 
folgt (Spalte 2 und 5). 

Wie besonders betont werden mu, war das Phenol nur 
bei der Vorbehandlung anwesend; aus einem Parallelkolben 
mit der gleichen Phenolkonzentration wurde die Hefe nach 
25 Minuten abzentrifugiert und 3mal mit Wasser gewaschen. 
Dann wurde die Hefe zur Vergirung der Galaktose und Glu- 
cose verwendet und zwar in Lésungen von der friher an- 
gegebenen Zusammensetzung (S. 97) im Volumen von 11 ccm 
(Spalte 3, 4, 6 und 7). 



































Tabelle 7. 
B. Vorbehandlungszeit 48 Stunden. 
Lés. Vb. — 0,04 n-Phenol Lés. Vb. — 0,06 n-Phenol 
Stunden 
Galaktose Glucose Galaktose Glucose 
0 0 0 0,5 0,5 0 0 0,3 0,3 
0,5 1,8 1,8 1,1 1,2 
1 3,2 3,0 1,8 2,1 
2 5,2 4,9 8,1 3,5 
3 9,4 9,0 4,6 5,4 
4 0 0 14,4 14,4 0 0 7,3 8,4 
15 18,3 18,8 5,38 6,0 
16 22,2 22,2 7,8 8,0 
17 24,6 24,7 8,8 9,6 
18 28,1 | 28,1 10,8 | 11,0 
19 29,9 | 80,1 11,8 | 12,2 
20 32,3 | 32,5 12,9 | 18,7 
21 34,4 | 84,9 14,2 | 15,0 Pf 






































Zusammensetzung der Reaktionsmischungen wie bei Vers. I. 

Hefe mit 0,04n-Phenol vorbehandelt: Trockengewicht der 
Hefensuspension 0,031 g per 1 ccm. 

Hefe mit 0,06 n-Phenol vorbehandelt: Trockengewicht der 
Hefensuspension 0,033 g per 1 ccm. 

Versuche mit Trockenhefe. 

Alle alteren Untersuchungen iiber die ,Anpassung* der 
Hefe an Galaktose sind davon ausgegangen, da es sich hier 
um ein biologisches Phinomen handelt, durch welches die 


- Zelle ihr Leben erhalt, indem sie sich in unbekannter Weise 


an das Kohlehydratsubstrat gewéhnt, welches ihr zur Ver- 
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fiigung steht. Auch die Versuche aus diesem Laboratorium 
sind unter diesen Voraussetzugen angestellt worden und noch 
in der Untersuchung von Euler und Laurin wurde der Be- 
fund, da8 die Vorbehandlung von der Vermehrung der Hefe- 
zellen unabhingig ist, nicht in der Weise gedeutet, daB vitale 


Reaktionen ausgeschlossen sind.?) 


Zusammensetzung der Reaktionsmischungen bei Versuchen 


mit Trockenhefe. | 
2 ccm Phosphatlésung, py = 6,25. 


8 ccm Wasser. 
1 g Trockenhefe. 


0,5 g Galaktose (Am.) oder Glucose. 
Bei den Selbstgirungsproben wurde dieselbe Mischung 
verwendet, der Zucker natiirlich weggelassen. 


Tabelie 8. 
A. Luftgetrocknete Hefe. (Vgl. Fig. 3, a,, a, d, und dy.) 














Selbstgirung 
Stunden Galaktosevergirung Glucosevergiirung der Hefe 

0 0,1 0,2 0,1 0,2 — 
0,5 0,1 0,4 0,2 0,2 ne 

1 1,0 0,4 2,5 2,8 ~ 

1,5 7,0 6,0 21,6 22.5 sie 

2 10,0 9,5 37,1 38,0 0 

2,5 11,0 10,5 42,9 48,9 0 

8 11,2 10,8 48,8 49,2 0 

3,5 11,5 11,2 54,6 55,6 0,2 

4 11,5 11,4 60,1 61,8 3,9 

4,5 11,6 11,5 65,1 66,4 7,4 
15,5 15,4 15,4 _ — 9,9 
16,5 19,6 19,6 _ _ 10,2 
17,5 26,3 26,5 _ _ 11,0 
18 29,9 80,2 — — 11,4 
19 40,6 41,0 ne _ 13,0 
19,5 45,2 45,8 we — 13,9 
20 50,6 51,2 — — 15,0 
21 61,8 62,6 oi — 17,0 
21,5 67,1 67,9 wis — 17,8 
22 12,6 78,8 whe — 18,5 




















*) Vgl. aber hierzu die Bemerkung von Euler, Zs. f. Elektrochem. 


Bd. 24. S. 178 (1918). 
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n ‘Im Anfang der in Tabelle 8 angegebenen Girungsversuche 
h }@ macht sich die Selbstgirung der Trockenhefe geltend und zwar 
- sind bei der Galaktosevergirung die in den ersten 4 Stunden 
. [— entwickelten Kohlensiiuremengen der Hauptsache nach auf 
e Rechnung der Selbstgirung zu schreiben. 

| Aus der Tabelle 8 und der Figur 3, a,, a,, b,,5,, geht 
n hervor, daB nach 12—15 Stunden auch mit Trockenhefe 
eine Vergirung der Galaktose eintritt, welche der- 
jenigen mit Glucose durchaus parallel geht. Aus der 
Tabelle 3 geht hervor, da8 Trockenhefe vor der Vorbehandlung 
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mit Galaktose diese innerhalb z, B. 4 Stunden so gut wie 
nicht vergirt, wihrend. die Glucosevergarung den normalen 
Verlauf (60 ccm) in 4 Stunden zeigt.*) 

Dieses Ergebnis scheint uns wesentlich fiir die ganze 
Auffassung tiber die Art der ,,Anpassung“ an Galaktose. Wegen 
der Bedeutung, welche wir diesem Ergebnis zuschreiben, haben 
wir alle Sorgfalt darauf verwendet, uns davon zu tiberzeugen, 
daB die Trockenhefe der Anpassung nicht dadurch zuginglich 
ist, daB sie zum kleineren oder gréBeren Teil wieder lebeus- 
fahig wird, sei es durch erneute Quellung, sei es, indem sie 
ein Nahrsubstrat fiir neuaufkommende frische Hefezellen bildet. 
Es war um so notwendiger, diesen Punkten alle Beachtung 
zu widmen, als der Begriff Trockenhefe immer noch unvoll- 
stindig definiert ist und zweifellos auch Priparate existieren, 
welche in Zuckerlésungen zum groBen Teil wieder lebensfihig 
werden, ”) | 

Unsere ersten Kontrollversuche haben wir in der Weise 
angestellt, daB gleiche Mengen von abgewogener Trockenhefe 
jede fir sich, mit absolutem Alkohol vorbehandelt wurden 
und dann in gleichem GefiB den Zusatz der itibrigen Girungs- 
mischung erhielten. Im wesentlichen wurde unser friheres 
Resultat trotz der sehr vollstindigen Sterilisierung der Hefe 
bestitigt, indessen war es schwer, in jeder Probe die Alkohol- 
behandlung so gleichartig zu gestalten, daB der Garungsverlauf 
ganz tibereinstimmend wurde. Wir sind deshalb zu folgender 
Arbeitsweise iibergegangen: 10g Trockenhefe H wurde mit 
etwa 50 ccm absolutem Alkohol '/, Stunde lang stehen gelassen 
und dann vom Alkohol durch Absaugen schnell befreit. Un- 
mittelbar darauf wird dieses Priparat in die Garungskolben 
eingewogen. Hs ist also einerseits die Hefe so behandelt, da8 
eine Regeneration der alkoholbehandelten Zellen selbst, wie 
friihere Versuche ergeben haben, ausgeschlossen ist, anderer- 
seits ist durch die Alkoholbehandlung die Hefe bis zur Mischung 
mit der Girungslésung in dem Grad steril behandelt worden, 





1) Euler und Myrback, diese Zs. Bd. 117, 8. 28 (1921). | 
*) Euler und Westling, diese Zs. Bd. 140, S. 164 (1924). 
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daB einzelne Hefezellen auf das Resultat keinen EinfluB aus- 
iiben konnten. | 

Zur Sicherheit wurden die mit Alkohol behandelten Trocken- 
praparate mikroskopisch untersucht. DaB derartige Praparate 
im Verlauf von etwa 24 Stunden keine nennenswerte Ver- 
mehrungsfahigkeit zeigen, war schon im AnschluB an die Ver- 
suche von Laurin festgestellt worden. Unsere Trockenhefe- 
Priparate erwiesen sich hinsichtlich der Hefezellen selbst ein- 
heitlich, nur enthielten sie durchweg nicht unbetriachtliche 
Mengen von Milchsiurebakterien. Die letzteren kénnen auf die 
von uns gemessene OO,-Entwicklung keinen EinfluB gehabt 
haben. 


Tabelle 9. 


B. Die Hefe wahrend einer Viertelstunde mit absolutem Alkohol 
behandelt. (Siehe Fig. 38. A, bis A, und B,, B, sowie C, und C,.) 

















Rc PE OR aA POT eee ah Tis at 3) — _ - 
2 Sag emma rey Tre a ah i cial a eS Me gM ee ere Se eT TT TE 





Glucose- Sel 
Plt Galaktosevergirung vergirung errs 
A, As A, Ay B, B, C; C; 
11,5 | 16,5 | 12,5 | 12,0 | 12,5 98 | 11,9 
12 19,0 | 18,1 | 12,5 | 18,5 10,5 | 12,7 
12,5 | 21,6 | 14,0 | 12,6 | 14,9 11,1 | 18,6 
13 24.2 | 14,7 | 12,6 | 17,5 : 11,6 | 14,0 
18,5 | 27,4 | 162 | 12,6°| 21,3 12,2 | 14,3 
14 32,0 | 17,6 | 18,1 | 24,9 12,5 | 14,4 
15 41,1 | 22,0 | 18,2 | 84,7 13,2 | 14,7 
16 50,7 | 28,8 | 18,2 | 89,7 13,6 | 15,1 
16,5 | 60,2 | 31,5 | 13,2 | 44,5 13,8 | 15,4 
17 69,2 | 88,8 | 182 | 47,1 | 0 0 14,0 | 15,7 
17,5. | 71,0 | 42,0 | 18,2 | 50,8 | 14,8 | 15,9 
18 76,5 | 445 | 149 | 5830] | 14,6 | 16,2 
18,5 | 81,7 | 46,5 | 160 | 55,3 | 0 0 14,7 | 165 
20 24,6 1,6 2,2 | 
20,5 - 28,1 10,9 9,8 
21 38,1 29,8 | 27,1 
21,5 38,7 38,6 | 38,0 
22 48,1 43,6 | 48,8 
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Wir behalten uns die Diskussion unserer Resultate fir 
die bald erscheinende, folgende Mitteilung vor, und wollen also 
einstweilen auch keine speziellen Annahmen zur Deutung der 
hier mitgeteilten Tatsachen einfihren, sondern diese nur dahin 
zusammenfassen, dab wir den Unterschied zwischen der Galak- 
tose- und der Glucosegirung darin erblicken, daB eine die 
Girung einleitende Reaktion, die bei den eigentlichen Zymo- 
hexosen schnell verlaiuft, bei der Galaktosegirung verzégert 
ist, so daB es sich bei der Galaktosegirung um eine verlangerte 
Induktionsperiode handelt. 

Wir gehen nun dazu iiber, die Girung der nach dieser 
letzteren Methode hergestellten Trockenhefe zu beschreiben. 

Mit den mit Galaktose angestellten Versuchen sind in 
der Fig. 3 noch zwei Kurven B, und B, zusammengestellt, 
welche die Girung der Glucose mit der gleichen alkohol- 
behandelten Trockenhefe angegeben. Wie ersichtlich, verlaufen 
diese Kurven mit den Kurven 4, bis 4, vollkommen parallel. 
AuBerdem laufen diese Kurven vollkémmen parallel mit den- 
jenigen, welche mit luftgetrockneter Hefe gefunden worden 
waren (Tab.8 und Fig. 3, Kurven a, a,, 5, und 6,), was beweist, 
da8 auch in unserer luftgetrockneten Hefe die Zellen etm 
zum allergréBten Teil) getétet waren. 


EKinwirkung eines Co-Zymase-Priparates auf die 
Galaktosevergirung durch Trockenhefe. 


Kin weiterer Beweis, daB es sich bei den oben erwahnten 
Versuchen mit Trockenhefe um nicht lebende Zellen, also 
nicht um frische Hefe handelt, konnte auf folgende Weise 
erbracht werden. 

Von Euler und Myrbiack’) ist gezeigt worden, daB ge- 
reinigte Co-Zymaselésungen, welche die Girwirkung von 
Trockenhefe und zwar sowohl von ausgewaschener als nicht 
ausgewaschener stark beschleunigen, auf die Giartatigkeit 
frischer Hefe keinen Einflu8 ausiiben. Wir haben nun unsere 
mit Galaktose vorbehandelte Trockenhefe und zwar die gleiche, 
welche zu den Versuchen der Tabelle 9 gedient hat, nach 





*) Euler u. Myrbick, diese Zs. Bd. 141, S. 297 (1924). 
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> einer gewissen Garungszeit mit Co-Zymaselésung versetzt und 
) f) den Garungsverlauf weiter verfolgt. Das Resultat ist in der 
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 # Stunden 
Einwirkung von Co-Zymase auf die Galaktosevergérung durch Trockenhefe. 
Fig. 4. 
Tabelle 10 angegeben und wird besonders aus der Fig. 4 deut- 


lich, wo sofort nach Zusatz der Co-Zymaseliésung die starke 
Steigerung der Girungsgeschwindigkeit eintritt. 


Tabelle 10. 
Einwirkung von Co-Zymase auf die Galaktosevergirung durch 
Trockenhefe. 








ia | Stunden 
fojii/s|4i/5|e6|]/7]s]9]0]m 











Co-Zymase zugesetzt | 8,2 | 3,8 | 5,6 | 6,2 | 8,6 |12,6 |17,6 (21,2 [22,4 |28,2 | 24.5 
‘ »  |1,6]1,6|2,7/8,8/38,8| 4,4] 4,7] 5,5] 8,3|12,2] 14,7 
Ohne Co-Zymase .|5,8/ 5,9| 6,6 | 7,1| 7,5| 8,0] 8,1) 8,5| 8,8| 9,8| 9,5 
Bei Versuch 1 wurde Co-Zymase zugesetzt nach 3,5 Stunden; 
” ? 2 ”? 7 ”? ? 7,25 ” 
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Anhang: Versuch iiber Glucose-Vorbehandlung einer 
Trockenhefe. 0,4 g alkoholvorbehandelte Hefe wurden in 40 ccm 
einer Glucoselésung aufgeschlemmt, die 1g Glucose enthielt. 
Nach 14 Stunden wurde Toluol zugesetzt. 20 ccm der Sus- 
pension wurden entnommen und zu folgender Inversionslésung 


gesetzt. 
20 ccm prim. Phosphat ) 
60 ccm Wasser Lisung A. 
10g Rohrzucker 








Unvorbehandelte Hefe | Vorbehandelte Hefe 














Minuten 
Drehung Differenz Drehung Differenz 
0,5 8,17 _ 3,51 — 
5 3,11 0,06 8,45 0,06 
10 2,92 0,19 3,81 0,14 
20 2,65 0,27 8,00 0,31 
30 2,37 0,28 2,68 0,32 














Der Lésung A wurde zu bestimmten Zeiten je 10 ccm 
entnommen und in 10 ccm Sodalésung pipettiert. Mit Hefe 
ohne Glucosevorbehandlung wurde derselbe Versuch gemacht. 

Von der obenerwihnten Hefensuspension wurden 5 ccm 
zu Lésung B gesetzt. 


5 cem prim. Phosphat 
15 ccm Wasser Lésung B. 
25 g Sodalésung 


Drehung der Lésung B: 0,27. 

Eine Steigerung des Saccharasegehaltes bzw. eine Erhéhung 
von Inversion hat sich also mit der Trockenhefe nicht durch- 
fiihren lassen. Ob der als Saccharasebildung bezeichnete Vor- 
gang wesentlich anderer Art ist, wie die ,Anpassung“ der 
Hefe an Galaktose, wie nach obigem Versuch angenommen 
werden kénnte, miissen erst weitere Versuche zeigen. 


Zusammenfassung : 
Durch die hier beschriebenen Versuche wird gezeigt: 
1. Die mit Galaktose vorbehandelte frische Hefe, welche 
die Fahigkeit zur Galaktosevergirung gewonnen hatte, wird 
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durch den Biokatalysator Z, nicht aber durch gereinigte Co- 
Zymase hinsichtlich ihrer Gartitigkeit beschleunigt. 

2. Durch die Versuche mit frischer Hefe, deren Vor- 
behandlung in Gegenwart von Phenol erfolgt, ist das frithere 
Resultat von Euler und Laurin bestitigt worden, daB die 
,Anpassung* an Galaktose erfolgt, auch unter Umstinden, 
unter welchen die Hefe nicht fortpflanzungsfihig ist. 

3. Auch sterile Trockenhefe kann die Fahigkeit zur 
Galaktosevergirung durch Vorbehandlung mit Galaktose er- 
werben und erreicht dann die gleiche Girkraft hinsichtlich 
beider Hexosen. 
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4, Mitteilung. : 
Hydrolytische Desaminierung von Aminosaduren. 


Von 


Max Bergmann, Arthur Miekeley, Fritz Weinmann und Erich Kanu.) 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung, Dresden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, Dezember 1924.) 








Am Benzoylserin als vereinfachtem Modell der Peptid- 
bindung haben wir kiirzlich*) zwei neue Arten von Peptid- 
bindungen experimentell realisiert: die Ester-peptidbindung 
und die Oxazolin-peptidbindung: 


CH,-0H CH,-0 CH, -0-COC,H, 

\ ; I ‘ >O-CHs | : 

H-NH-COC,H, —> — -—> CH-NH, 

boon i, COOH IL. boon IIL. 

Modell eines Modell eines Modell eines 

Amid-peptid Oxazolin-peptid — 
A 





- Bei Anwendung derselben Arbeitsverfahren auf ein echtes 
Peptid, das Glycylserin CH,OH-CH-NH(CO-CH,-NH,)-COOH 
wurden damals zwei neue Typen von Peptidanhydriden, das 
,»Anhydro-glycylserin-anhydrid I* C,H,O,N, und das ,,Anhydro- 
glycylserin-anhydrid II“ (C,H,O,N,), aufgefunden. 





1) Die Herren Dr. Miekeley und Dr. Kann haben die Versuche 
an Serinderivaten ausgefthrt, Herr Dr. Weinmann hat die Abkémm- 
linge der Aminooxybuttersiure bearbeitet. M. Bergmann. 

*) M. Bergmann und A. Miekeley, Diese Zs. Bd. 140, §. 128 
(1924). 
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Die neuen Peptid- und Anhydridformen haben uns jetzt 
gezeigt, daB aus den stabilen Aminos&uren durch bloBe 
Uberfihrung in Peptidbindung hydrolytisch auBerst 
empfindliche Gebilde hervorgehen kénnen. Wir sind 
fast gleichzeitig in drei Versuchsreihen einer hydrolytischen 
Desaminierung einfacher Aminosiuren begegnet. 
Dabei handelt es sich bis jetzt durchweg um Desaminierung 
von Serin und von y-Amino-f-oxybuttersiure, also von Oxy- 
aminosiuren mit benachbarter Stellung von Hydroxyl und 
Aminogruppen. 

1. Versuchsreihe: In der vorigen Mitteilung’) haben 
Bergmann und Miekeley gezeigt, daB N-Benzoylserin (siehe 
oben Formel I) durch Verestern mit Diazomethan, Anhydrisierung 
mittels Thionylchlorid?) zum 2-Phenyl-4-carboxymethyl-oxazolin 
(s. u. V) und Wiederabspaltung von Methyl id? eine Phenyl- 
oxazolin-carbonsiure (IJ) iibergeftihrt werden kann, die sich in 
wiBriger Lésung spontan in das O-Benzoylserin (III) umwandelt. 
Und dieses liefert bei Herstellung von alkalischer Reaktion wiederum 
Salze des urspriinglichen N-Benzoylserin (I) zuriick. Der Ver- 
such, den gleichen Cyclus am Methylester des Benzoylserin 


IV. CH,(OH)-CH(NHCOO,H,)-COOCH, 
unter Beibehaltung der Estergruppe durchzufihren, gliickte in- 
soweit, als nach der Wasserabspaltung das salzsaure Salz des 
Oxazolinester : 


CH, ¢ CH - Coo CH, 


N 
Coun, 


2-Pheny]-4-carboxymethyl-oxazolin 
unschwer in das Cretan des O-Benzoylserinester 


1) A. a. O. 

*) Die von uns seit einigen Jahren studierte Einwirkung von 
Thionylchlorid auf acylierte Oxyamine und Oxyaminosiuren, die schon 
bei Zimmertemperatur sehr glatt verlaufende Umwandlungen bewirkt, 
ist selbstverstindlich ganz verschieden von den tiefgreifenden Ver- 
inderungen, welche Abderhalden und Klarmann (Diese Zs. Bd. 135, 
S. 64 [1924]) bei der Einwirkung von Thionylchlorid auf Diketopiperazin 
im icpatin: bei 160° festgestellt haben. 
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| VI. CH,(OCOC,H,)-CH(NH,)-COOCH,,HCI 

umgewandelt werden konnte. Als aber in diesem Chlorhydrat die 
Halogenwasserstoffsiure nur mit der gerade ndtigen Menge 
Alkali abgestumpft wurde, entstand ein itherldsliches Ol, das 
bald groBe Mengen Ammoniak in Form des benzoesauren Salzes 
abspaltete. Wir beobachteten nach 8stiindigem Stehen bei 
60° gegen 50°/, des Stickstoffs als Ammoniak. Das Ammoniak 
entstammt dem Kohlenstoff—Stickstoffskelett des Serins. Nur 
wenn das Salz des O-Benzoylserinesters von Anfang an mit 
tiberschiissigem Alkali zersetzt wurde, trat unter gleich- 
zeitiger Verseifung der Methylestergruppe Wanderung des 
Benzoyls vom Sauerstoff zum Stickstoff ein, so da8 N-Benzoyl- 
serin erhalten wurde. Hier blieb also die Ammoniakabspaltung 
im wesentlichen aus. 


Spontane Zersetzung 
mit 1Mol _ unter Abspaltung von 
CH,-OCOC,H, y Alkali” +~=90Ammoniak u. Benzoe- 








siure. 
ee HCl CH,-OH 
COOCH, \ mt sabe ba.NB-COC.H, . 
00H 


Beim freien O-Benzoylserinester ist also, wenn iiber- 
schiissiges Alkali vermieden wird, die Wanderung des 
Benzoyls vom Sauerstoff zum Stickstoff derartig verzégert, da8 
ein zwischendurch gebildetes instabiles Durchgangsprodukt 
geniigend Zeit findet, die Reaktionsrichtung zu verschieben 
und von sich aus in Ammoniak, Benzoesiure und ein oder 
mehrere weitere Bruchstiicke zu zerfallen. 

2. Versuchsreihe: Das aus Glycylserin kiirzlich er- 
haltene Anhydro-glycylserin-anhydrid I von der Formel C,H,0,N, 
wird schon beim miSigen Erwirmen mit verdiinnter Salzsiure 
weitgehend auseinander geschlagen. Dabei entstehen groBe 
Mengen Salmiak, ferner viel Glykokoll und schlieBlich haben 
wir eine Verbindung C,H,O,N erhalten. Sie ist von einem 
Dipeptid aus Glycin und Serin abzuleiten, indem man eine 
Aminogruppe gegen Hydroxyl austauscht und hinterher noch 
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1 Molekiil Wasser abspaltet. Die Verbindung enthalt ein 
freies Carboxyl; denn sie reagiert kraftig sauer und nimmt 
mit Diazomethan ein Methoxyl auf. Durch Hydrolyse haben 
wir daraus Glykokoll abgespalten. 

Die leichte Abspaltung von Ammoniak bei der Saure- 
hydrolyse des Anhydro-glycylserin-anhydrid I legt den Verdacht 
nahe, da8 das Ammoniak schon im Anhydrid aus seiner Amino- 
siurebindung ganz abgelést und lediglich in Salz-, Amid- oder 
Imidbindung vorliegt. Demgegeniiber muf darauf hingewiesen 
werden, daS bei der Umwandlung des Anhydrids I in das 
polymere Anhydrid II mittels Alkali- und Siurebehandlung 
der ganze Stickstoff erhalten bleibt und daB ferner aus dem 
Anhydrid II mit Siure keine wesentlichen Mengen Ammoniak 
abgespalten werden. SchlieBlich ist auch wichtig, daB An- 
hydrid I beim Destillieren mit Alkali ebenfalls so gut wie 
gar kein Ammoniak liefert. Die Tatsache, daB in der Spalt- 
siure C,H,O,N noch der Glycinrest vorhanden ist, zeigt, dab 
die Ammoniakabspaltung aus dem Anhydrid I den Serinanteil 
betroffen hat. 

Um zwischen den méglichen Formulierungen der Saure 
C,H,O,N zu entscheiden, kénnte man die Tatsache benutzen, 
da8 wir sie aus salzsaurer Lésung in halogenfreiem Zustand 
erhalten haben. Jedoch haben bisher die uns verfiigbaren 
geringen Mengen nicht zur endgiiltigen Entscheidung der 
Strukturfrage ausgereicht und vielleicht ist diese definitiv 
tiberhaupt erst durch die Synthese zu erledigen. 

3. Versuchsreihe: Alkalisierte wiBrige Lésungen des 
Monobenzoylderivates der y-Amino-f-oxy-buttersiure in ihrer 
Amidpeptid-, Esterpeptid- und Oxazolinpeptidform: 

CH,(NH,)-CH(O-COC,H,)-CH,-COOH Esterpeptidmodell, 
CH,(NH-COC,H,)-CH,-CH,-COOH  § Amidpeptidmodell, 
om, es CH, - COOH 
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wurden der Destillation unterworfen, um die Stabilitét dieser 
Stoffe und insbesondere die Haftfestigkeit ihrer Stickstoffgruppé 


Oxazolinpeptidmodell_ - 
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zu priifen. Als MaBstab diente die aus der stark verdtinnten 
und in bezug auf den Alkaligehalt einfach- bis doppeltnormalen 
Lésung mit den Wasserdimpfen fortgefithrte Ammoniakmenge.") 
Ferner wurden ganz die gleichen Versuche mit den in der 
Einleitung unter Ziffer I—III formulierten Benzoylderivaten 
des Serins ausgefihrt. 


‘Bei diesen Versuchen wurden im allgemeinen 0,2 g Sub- 
stanz mit 25 ccm n-Natronlauge der Destillation unterworfen, 
wobei im Laufe der ersten 20 Minuten auf etwa die Hilfte 
eingekocht und dann durch langsames Zutropfen von Wasser 
modglichst auf demselben Volumen gehalten wurde. Die tiber- 
gehenden Dimpfe wurden in 20 ccm n/10-Salzsiure geleitet 
und die mitgefiihrte Stickstoffbase in der iiblichen Weise 
durch Riicktitration der unverbrauchten Saure ermittelt. : 

Die umstehende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die er- | 
haltenen Ergebnisse. Zum Vergleich wurden einige einfache | 
Aminosiuren derselben Behandlung unterworfen. 

Diese Zahlen zeigen, wenn sie natiirlich auch nur als | 
ungefihre Vergleichswerte dienen kénnen, einen in die Augen | 
springenden Unterschied zwischen den freien Aminosauren _ 
nebst ihren acyclischen N- und O-Benzoylderivaten einerseits | 
und den cyclischen Anhydrobenzoaten (Oxazolinen) andererseits. | 
Wahrend im ersteren Falle bei der Alkalidestillation hiufig | 
so gut wie gar kein Ammoniak abgegeben wurde (freie Amino- 9 
siuren, N-Benzoat der Aminooxybuttersiure) oder dessen | 
Menge bei *°/,stiindiger Destillation nicht wesentlich iiber ' 
10°/, des Gesamtstickstoffs hinaus kam (O-Benzoat der Amino- = 
oxybuttersiure, O- und N-Benzoate des Serins usw.), wurde | 
bei allen untersuchten Oxazolinderivaten von Oxy-aminosiuren ~ 





1) In dieser Versuchsreihe wurde nur die Menge der fliichtigen — 


Base bestimmt. Wenn sie auch zumeist im wesentlichen aus Ammoniak © 


bestanden haben diirfte, so ist doch zu betonen, da8 dieses nicht _ 


quantitativ als solches identifiziert wurde. Es ist also keineswegs aus- @ 


geschlossen, da ihm in einzelnen Fallen kleine Mengen anderer fliichtiger J 
Basen beigemengt waren. Das beriihrt aber den leitenden Gedanken | 
dieser Versuchsreihe nicht. : 
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n N-Ge-| Im Destillat ge- 
n om fundener N in %/, | Koch- 
' Sub- | der Sub-| des Ge- | aver 
ir stanz | stanz | samt-N 
" Glykokoll 18,66] 0,3 1,6 | 15 Min. 
18,66} 0,95 + ie 
)- Glycinanhydrid 24,44] 0,5 to: Ty 
24,44) 1,15 if 1... 
c Hippursiure 7,82] 0,06 ae 
e 7,82 0,32 4,1 ae 
T Serin . 13,32] 0,2 1,5 a... 
% 13,32] 0,7 is te 
at Tyrosin . 7,75 0,20 ; _ eae" 
e 
Derivate der y-Amino-f-oxybuttersiiure, 
r. N-Benzoyl-aminooxy-buttersiiure 6,27 0,1 1,5 o~ 4 
e Athylester derselben 5,58] 0,15 36 S 
Salzs.O- er — 
siure : 5,40 0,t 1,9 ae 
s Athylester nai . |. 4871 06 43. it... 
” Salzs. 2-Phenyl-5-carboxymethyl- | 5,88] 1,44 268 [15 ,, 
n oxazolin (als Siurechlorid). 5,38 4,69 87,2 60 C=», 
iS Salzs. 2-Phenyl-5- — 
5, thyloxazolin . 5,19 3,51 67,6 me, 
5,19] 5,02 ot 12, 
8 , 
% Derivate des Serin. 
n N-Benzoylserin 6,70 0,91 13,5 45 ,, 
r Methylester desselben . 6,28 0,74 11,7 ss 
% 0-Benzoylserin 6,70 0,46 6,9 a 
e Salzs. O- *ceealaapeaes methyl 
: ester 5,40] 0,58 108 | 40 ,, 
Salzs, 2-Pheny]-4- carboxymethyl 
oxazolin . . 5,80] 4,91 47. 1, 
n 
k der Stickstoff in derselben oder auch in wesentlich kiirzerer 
it Zeit nahezu quantitativ als Ammoniak abgespalten. 
: & Der Aminostickstoff der Oxyaminosiuren und am Stickstoff 
: ® acylierten Oxyaminosiuren, der an und fir sich fest am 


Kohlenstoffatom sitzt, wird also durch seinen Eintritt in den 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLIII. 8 
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Oxazolinring in seiner Bindung derart aufgelockert, daB er 
verhaltnismaBig leicht vom Kohlenstoff abgelést werden kann. 
Wir erwarten ahnliche Verhaltnisse bei gewissen cyclischen 
Derivaten einfacher Aminosiuren wiederzufinden. 

-Damit ist nun die Erklarung dafiir gegeben, daB8 bei 
manchen Q-Acylverbindungen von Oxyaminosiuren (vgl. das 
zuvor beim O-Benzoyl-serinester ausgefiihrte) die Haftfestigkeit 
der Stickstoffgruppe herabgesetzt ist. Die O-Acylverbindungen 
lagern sich in alkalischer Lésung in N-Acylate um und auf 
dem Weg dieser Umlagerung durchlaufen sie ein Stadium, in 
welchem der Acylrest gleichzeitig mit dem Sauerstoff und 
Stickstoff in Verbindung steht. M. Bergmann?) hat fiir diese 
Umlagerung vor einigen Jahren das Schema diskutiert: 


0-COR o- OH OH 
OC"-OO<"-- 06... 
NH, \ne” Nr \NH-COR 


(Die Kreise sollen den Molekiilrest andeuten, welcher Hydroxyl- 
und Aminogruppe trigt.) 


Der als Zwischenprodukt angenommene Ring ist den 
Oxazolinen nahe verwandt, welche bei der umgekehrten Acy]- 
verschiebung vom Stickstoff zum Sauerstoff als Zwischen- 
produkte auftreten. 

Offenbar ist in der heterocyclischen Zwischenstufe oder 
einer ihr nahestehenden Atomanordnung jene Konstellation 
gegeben, welche die Méglichkeit zur hydrolytischen Ablésung 
von Ammoniak gibt. ,In der Méglichkeit zum spielenden 
Ausgleich der einzelnen Valenzteilbetrige, die wir uns der 
Gré8e nach auf keinen Fall als festliegend vorstellen diirfen, 
liegt eine vorztigliche Funktion der Ringsysteme, die ihnen 
die Aufgabe verleiht, Atomgruppen in Reaktionen hinein- 
zureihen, die sonst (d. h. in offener Kette) ,,derselben Reaktion 
nicht zuginglich wiren.“?) 





) Festschrift der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft 1921, S. 30. 

*)M. Bergmann, Naturwissenschaften Bd. 12, 8. 1158 (1924). 
Solche Uberlegungen sind vielleicht auch geeignet, manche enzymatische 
Reaktionen dem Verstiindnis niher zu bringen. Durch die Verbindung 








* —_-_ > ev _o Fs peewee 


ie 


Umlagerungen peptidihnlicher Stoffe, 115 


Die leichte Ammoniakabspaltung aus Aminosauren ist bisher 
fast nur aus oxydativen Vorgingen bekannt und darum in zwei- 
facher. Richtung von Interesse. Nachdem im Stoffwechsel der 
Lebewesen Aminosiuren im gréBeren MaBstab desaminiert 
werden, lernt man jetzt einen rein hydrolytischen Weg kennen, 
der dieses Ziel erméglicht; bei Theorien iiber den Abbau der 
physiologischen Aminosiéuren mu8 kiinftig die Méglichkeit 
hydrolytischer Desaminierung im Auge behalten werden. Da 
Oxyaminosaéuren besonders zu dieser hydrolytischen Desami- 
nierung neigen, ist das hiaufige natiirliche Vorkommen von 
Oxyaminosiuren (Serin, Oxyprolin, Oxyglutaminsiure) mit be- 
nachbarter Hydroxyl- und Aminogruppe sehr beachtenswert. 
Ferner wird man daran denken miissen, daB ein gewisser, wenn 
auch vielleicht bescheidener Teil des Ammoniaks, das bei der 
Hydrolyse- der Proteine nach Laboratoriumsverfahren und 


: insbesondere reichlich bei Alkalihydrolyse entsteht'), ahnlichen 


Vorgingen, wie wir sie beobachtet haben, seine Existenz verdankt. 





Anhydro-glycylserin-anhydrid I und II geben intensive Rot- 
farbung mit Pikrinséiure—Sodalésung. Sie geben ferner sehr 
starke Farbungen von dbnlicher Nuance mit Dinitro-benzoesiure 
(1:3:5) und mit Dinitrostilben. Das Anhydrid I gibt diese 
Reaktionen viel stirker als z. B. das Diketo-piperazin des 
Glykokolls. Noch viel empfindlicher spricht bei allen diesen 
Farbreaktionen die Verbindung C,,H,,O,N%) an, welche aus 
dem salzsauren 2-Phenyl-5-carbamido-methyl-oxazolin in der 
Warme erhalten wird. Auch dieses Oxazolin*) selber und das 
2-Phenyl-5-carbithoxymethyl-oxazolin*) geben &hnliche Farb- 





mit dem Enzym werden, genau wie bei unseren Ringbildungen, Gruppen 
reaktionsfihig gemacht, die ohne Fermente unter denselben Umstinden 
sich véllig triige verhalten. 

1) Vgl. O. Nasse, Pfliigers Arch. Bd. 6, S. 589 (1872); Bd. 7, 8.139 
(1872); Bd. 8, S. 881 (1874). 

*) Diese Zs. Bd. 181, 8. 5, 15 (1923). Das Molekulargewicht dieses 


@ Stoftes haben wir in Eisessiglésung zu 204 gefunden. 


*) Diese Zs. Bd. 181, S. 14 (1928). 
*) Ebenda §. 12. 
g* 
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reaktionen, wenn auch schwacher und mit etwas anderer Farb- 
nuance. Fiir alle diese Stoffe kommt die Struktur der 2,5-Diketo- 
piperazine in keinem Fall in Betracht. Die genannten Farb- 
reaktionen sind also nicht fiir Diketo-piperazine mit zwei 
intakten Carbonylamidgruppen charakteristisch, sondern werden 
auch von einer Reihe ganz anders gebauter Aminosiurederivate 
gegeben. Schon Sasaki) hat gezeigt, daB die Pikrinsaure- 
reaktion, die ja zum Nachweis des Kreatinins dient, auch vom 
Hydantoin gegeben wird und von einer Anzahl anderer Stoffe, 
die wie Glucose, Malonester oder Acetessigester gar keinen 
Stickstoff enthalten. 

Neuerdings haben E. Abderhalden und E. Komm?) die 
Farbreaktionen mit Pikrinsiure, Dinitrobenzoesiure und Di- 
nitrostilben benutzen wollen, um das Vorkommen von Diketo- 
piperazinen in Proteinen sicherzustellen und andererseits um 
die Struktur von substituierten Diketopiperazinen festzustellen. 
Diese Versuche verlieren durch das oben Mitgeteilte leider die 
Beweiskraft. | 


Derivate der Benzoyl-serine. 


Umwandlung des 2-Phenyl-oxazolin-4-carbonsiaure- 
methylester (V) in salzsauren O-Benzoyl-serinmethyl- 


ester (VJ). 


Diese Umwandlung des Oxazolinester vollzieht sich viel 
schwerer, als der entsprechende Vorgang bei der freien Saure, 
der nach unseren friiheren Beobachtungen *) schon bei Zimmer- 
temperatur rasch verliuft. Z.B. haben wir den Oxazolinester 


mit 2n-Salzsiure 2 Stunden auf 60° erwirmt und hinterher j | 


einen betrachtlichen Teil wieder unverandert zuriickgewonnen. | 
Wir haben darum bei 100° arbeiten miissen und dann die | 
besten Resultate erhalten, als wir den salzsauren Methyl- | 
ester nur mit Wasser erhitzten. Nun trat die gesuchte Um- | 
wandlung in den O-Benzoylester reichlich ein. Setzt man bei — 





*) Biochem. Zs. Bd. 114, 8. 63 (1921). 

*) Diese Zs. Bd. 189, S. 181 (1924); Bd. 140, S. 99, 108 (1924). — 
E. Abderhalden, Die Naturwissenschaften Bd. 12, S. 716 (1924). 

*) Diese Zs, Bd. 140, S. 189 (1924). 
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der Operation dagegen noch besonders Saure zu, so tritt un- 
erwinschte Abspaltung von Benzoesiure und Hydrolyse der 
Methylestergruppe ein. 

1,2 g salzsaurer 2-Phenyl-oxazolin-4-carbonsiuremethyl- 
ester werden mit 10 ccm Wasser 1 Stunde auf 100° erhitzt. 
Dabei geht er rasch in Lésung. Wenn dann unter geringem 
Druck verdampft und der mitunter krystallinische Riickstand 
in trocknem Chloroform aufgenommen wird, so fallen auf 
Zusatz von wasserfreiem Ather biischelférmig vereinigte Nadeln 
aus. Bei gut verlaufener Operation sind sie schon analysen- 
rein, Ist dagegen die Umlagerung unvollstandig geblieben 
oder ein Teil des Esters aus irgendeinem Grunde schon in 
die Carbonsiure iibergegangen, so ist nur durch Ausziehen 
mit trocknem Essigither, Aufnehmen in Chloroform und Ent- 
fernen des Ungelésten und ndtigenfalls Wiederholung dieser 
Manipulationen véllige Reinigung zu erzielen. 

Zur Analyse war bei 2 mm und 56° iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 

7,704 mg Substanz gaben 14,335 mg CO, und 3,855 mg H,O. 

5,520 mg »  10,266mg CO, und 2,792 mg H,O. 

7,178 mg 3 » 0,343 eem N (28°, 752 mm iiber 50°/,iger 

KOH) (nach Pregl). 
0,1368 g Substanz verbrauchten nach Volhard 5,18 cem n/10-AgNO,. 
C,,H,,O,NC1 (259,58) 
Ber. C 50,85, H5,44%  N 540% Cl 18,66%, 
Gef. ,, 50,75 » 5,60 » 5,84 » 18,80 
» 50,72 » 5,66 

Der salzsaure O-Benzoyl-serin-methylester schmilzt 
nicht ganz scharf zwischen 130 und 132° unter Gasentwicklung. 
Im Gegensatz zum entsprechenden Salz des O-Benzoylserin 
lést sich das Salz des Methylesters ziemlich leicht in Chloro- 
form. Spielend wird es von Wasser aufgenommen; dagegen 
ist es in Ather, Essigither und Petrolither sehr schwer oder 
so gut wie gar nicht léslich. Mit pikrinsaurem Natrium ent- 
steht ein ziemlich schwer in Wasser lésliches Pikrat, das wir 
aber nicht niher untersucht haben. 

Zu Vergleichszwecken wurde das Estersalz auch direkt 
aus Q-Benzoylserin durch Behandlung mit gesittigter methyl- 
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alkoholischer Chlorwasserstofflésung bei 0° bereitet. Nach 
dem EKindunsten wurde mit Essigither ausgelaugt und der 
Riickstand aus Chloroformlésung mit Ather krystallisiert. Die 
erhaltenen Nadeln erwiesen sich nach Schmelzp, (131—132°) 
und Analyse (gef. N 5,31°/,) als identisch mit dem oben be- 
schriebenen Praparat. 


Spaltung des O-Benzoylserin-methylesters (VI) mit 
Alkali. | 


4g salzsaurer O-Benzoyl-methylester wurde mit 15 ccm 
n-Natronlauge (fast genau 1 Mol.) tibergossen und das ab- 
geschiedene Ol sofort mit Ather aufgenommen. Beim Ein- 
dunsten im Vakuum hinterblieb nun ein schwach gelbgefarbter 
Sirup (2,5 g), der schon nach 80 Minuten in reichlicher Menge 
Krystalle abschied. Durch 1—2stiindiges Erwirmen auf 60° 
konnte die Krystallbildung wesentlich beschleunigt werden. 
Wir schliammten, um die Krystalle vom Sirup zu trennen, in 
trocknem Ather auf, saugten ab, nahmen in wenig Methy]- 
alkohol auf und schieden wieder mit Ather ab. Die erhaltenen 
silberglinzenden Blattchen (0,5 g) begannen beim Erhitzen im 
Kapillarrohr von 180° an zu sintern und schmolzen unter | 
allmahlicher. Sublimation bei 192° (unkorr.). — | 

Es handelt sich um ein benzoesaures Salz des Ammoniaks, 
das gewéhnlich einen Uberschu8 von Benzoesdure erhielt. Die 
Neigung der Benzoesiure, saure Ammoniumsalze zu _bilden, 
war schon Berzelius bekannt. 

Zur Bestimmung des Ammoniaks wurden 0,1354 g benzoe- 
saures Salz mit 80 ccm n/10-Natronlauge der Destillation | 
unterworfen, solange noch Ammoniak iberging und durch © 
Zutropfen von Wasser das Volumen der siedenden Flissigkeit |” 
moglichst konstant gehalten. Das Destillat verbrauchte 8,17 ccm | 
n/10-Schwefelsiure. Zur Bestimmung der Benzoesiure wurde | 








der’ Ruclisikad dec Dectillation nad Siesta ¥en. 80-0cm [i 


n/10-Schwefelsiure mit n/10-Lauge bis zur Rotfarbung von | 
Phenolphthalein versetzt. Verbraucht 9,82 ccm n/10-Lauge. | 
Diese Zahlen entsprechen einem Gehalt von 88,52°/, Benzoe- | 
siure und 10,28°/, Ammoniak oder zusammen 98,80°/,. Der — 
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kleine Fehlbetrag an 100°/, ist bei der geringen verwendeten 
Substanzmenge und der ganzen Methodik nicht verwunderlich. 
Der Sicherheit wegen haben wir die Benzoesiure auch 
noch in Substanz isoliert und‘ durch Schmelzpunkt, Misch- 
schmelzpunkt, Léslichkeit und so weiter identifiziert. 

Durch wiederholtes Umkrystallisieren des rohen Ammon- 
salzes aus Methylalkohol mit Ather erhielten wir normales 
benzoesaures Ammonium. Um darin die basische Komponente 
als Ammoniak sicherzustellen, wurden 0,0736 g Salz mit 2 com. 
einer 10°/, igen Platinchloridchlorwasserstofisiure versetzt; das 
erhaltene Chloroplatinat wog 0,1168 g (statt 0,1175 g) und ent- 
hielt 0,051 mg Platin, also 43,85°/, Pt statt 43,96°/,. 

Als wir die oben geschilderte Spaltung des sirupésen 
Atherriickstandes vollkommen in der Kalte ausfiihrten, erhielten 
wir einmal fast reines saures Salz. 

C,,H,;0,N (261,18) Ber. © 64,84  H5,79%  N 5,86%, 
Gef. ,, 68,71 » 5,80 » 5,40 5,49 

Auf unsere Versuche, das neben dem Ammonsalz bei der 
Spaltung verbleibende Restmolekiil zu identifizieren, miissen 
wir spaiter zuriickkommen. Erhebliche Mengen N-Benzoylserin 
scheinen dabei nicht entstanden zu sein. 

Dagegen konnte N-Benzoylserin unschwer erhalten werden, 
als der salzsaure O-Benzoylserin-methylester mit tiberschiissigem 
Alkali behandelt wurde, 

1 g salzsaurer Ester wurde mit 10 ccm n-Natronlauge 
(2,5 Mol.) 12 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt, dann 
mit 6,1 ccm n-Salzséure versetzt und durch Abkihlen zur 
Krystallisation gebracht. Zur Reinigung wurde aus Wasser 
umgelést. 0,4 g vom Schmelzp. 164—165°% der sich beim 
Mischen der Substanz mit N-Benzoylserin nicht anderte. Unser 
Praparat liste sich auch wie N-Benzoylserin leicht in warmem 
Alkohol, dagegen auBerst schwer in Ather und Petrolither. 
Hs hatte auch den Stickstoffgehalt des N-Benzoylserin (Gef. 
N 6,87°/, statt 6,69°/,). | 

Mit starkem wiaBrigem {[Ammoniak liefert der salzsaure 
Q-Benzoylserinester in guter Ausbeute das bisher noch nicht 
beschriebene N-Benzoyl-serinamid vom Schmelzp. 164°, das 
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wir auch noch auf anderem Weg bereitet haben. Wir kommen 
bei anderer Gelegenheit hierauf zuriick. 

Um die Ammoniakbildung aus dem O-Benzoylserin-methy]- 
ester quantitativ etwas genauer kennen zu lernen, haben wir 
sein salzsaures Salz im einen Versuch mit 1 Mol. n-Natron- 
lauge, im andern mit 3 Mol. desselben Alkali 31/, Stunden 
auf 60° erwirmt und dann unter Zusatz von 25 ccm n-Natron- 
lauge das gebildete Ammoniak iiberdestilliert und durch Titra- 
tion bestimmt. In beiden Fallen wurde die Destillation nach 
40 Minuten abgebrochen. 

Im ersten Fall waren 59°/, des gesamten Stickstoffs tiber- 
gegangen, im zweiten Fall (mit iiberschiissigem Alkali) nur 
10,5°/,. Die letztere Zahl stimmt mit den Werten iiberein, 
die bei allen Benzoylserinderivaten nach der Destillation mit 
iiberschiissigem Alkali erhalten werden (vgl. die Tabelle weiter 
oben) Um etwa 50°/, hoher ist dagegen die Ammoniakmenge, 
welche der freie O-Benzoyl-serinester liefert, wenn er zuvor 
Gelegenheit zum freiwilligen Zerfall in Anwesenheit von freiem 
Alkali hatte. Wir kénnen noch nicht sagen, ob der Mehr- 
betrag von 50°/, ein Zufallswert ist oder in Zusammenhang 
stent mit dem Mechanismus der Zerfallsreaktion, wobei immer 
von mehreren Molekiilen nur die Halfte Ammoniak abspalten 
kénnte. 


Hydrolyse von Anhydro-glycylserin-anhydrid I mit 
Salzsaure. 

1,5 g Anhydrid I wurden mit der 10fachen Menge 5n-Salz- 
siure iibergossen und unter hiufigem Umschiitteln bei 60° 
aufbewahrt. Nach etwa 1 Stunde war klare Lésung eingetreten. 
Sie wurde nach weiteren 21/, Stunden unter geringem Druck 
zur Trockne gebracht, wobei ein teilweise krystallinischer Riick- 
stand verblieb, der viel Salmiak, salzsaures Glykokoll und 
daneben eine Spaltsiure C,H,O,N enthielt, die wir durch mehr- 
maliges Auslaugen mit Ather von den Begleitstoffen abtrennen 
konnten. | 

Spaltsiure C,H,O,N: Sie hinterblieb beim Verjagen des 
Athers als farbloser Sirup, der nach einigem Stehen oder 
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rascher beim Impfen in schénen radialen Aggregaten erstarrte. 
0,25 g. Nach einmaliger Krystallisation aus Ather mit Petrol- 
ather erhielten wir glitzernde, viereckige Tafelchen vom Schmelz- 
punkt 90°. Zur Analyse wurde iiber Phosphorpentoxyd bei 
45° unter 1 mm Druck getrocknet. 


6,765 mg Substanz gaben 10,250 mg CO, und 3,085 mg H,0O. 


3,592 mg i » 0,31Tcem N (19°, 750 mm, tiber 50°/,iger 
KOH). 
C,H,O,N (145,07) Ber. C 41,369, H 4,86, N 9,66%, 
Gef. ,, 41,82 » 5,10 > 9,99 


Die Saiure gibt mit Pikrinsiure—Sodalésung in der Hitze 
eine, allerdings nicht sehr intensive, rotorange Farbung. Lackmus 
wird gerétet und selbst Kongofarbstoff gebliut, etwa wie von 
starker Essigsiure. Mit Diazomethan findet stiirmische Stick- 
stoffentwicklung statt, und es wird ein Methyl (berechnet auf 
die Formel C,H,O,N) aufgenommen. Das Produkt, offenbar 
der Methylester einer Carbonsiure, konnte nur als farbloser 
Sirup erhalten und wegen der geringen verfiigbaren Menge 
nicht destilliert werden. 

0,0428 g Substanz (unter 1 mm u. 45° getrocknet) gaben 0,0623 g AgJ 

(nach Zeisel). 
C,H,O,N (159,08) Ber. OCH, 19,50%, Gef. OCH, 19,23%, 

Bei der sauren Natur unserer Spaltsiure C,H,O,N kann 
kein Zweifel sein, daB sie keine freie Aminogruppe neben dem 
Carboxyl enthailt. Es mu8 sich also um das Séureamid einer 
stickstofffreien Siure mit einer Aminosiure handeln. Obwohl 
von vornherein wahrscheinlich ist, daB letztere Glykokoll ist, 
haben wir es doch nicht fiir unnétig gehalten, diese Voraus- 
setzung durch den Versuch zu bestitigen. 

0,20 g Spaltsiure C,H,O,N wurden mit 3 ccm konzen- 
trierter Salzsiure (D. 1,19) 21/, Stunden riickflieBend gekocht, 
dann die kaum gefirbte Lésung unter geringem Druck ver- 
dampft, mit Alkohol iibergossen und wieder zur Trockne ge- 
bracht. Dabei trat teilweise Krystallisation des hellbraunen 
Sirups ein. Nach sorgfiltigem Trocknen wurde mit 3 ccm 
absolutem Alkohol und Chlorwasserstoff verestert, dann ver- 


dampft, die krystallinische Masse wieder in Alkohol auf- 
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genommen, tiber Tierkohle filtriert und eingedampft. Die er- 
haltenen schénen Nadeln wurden zweimal aus Alkohol mit 
Ather abgeschieden, 0,022 g. Der Schmelzp. 140° lag noch 
unter dem des salzsauren Glykokollesters, aber beim Mischen 
mit diesem Stoff trat keine merkliche Depression ein. Mit 
Natriumpikrat entstand ein Pikrat, das wie das Pikrat des 
Glykokollesters in rechteckigen Tafeln vom Schmelzp. 154° 
krystallisierte, bei der Mischprobe keine Depression gab und 
aus 4,812 mg 0,719 com N (22°, 755mm, 50°/,iges KOH) gab. 
©.,H.0:.N, Ber. N16,87°%,  Gef. N 16,84°%,. 

Glykokoll: Die mit Ather erschépften Spaltprodukte (s. 0.) 
wurden mit der 10fachen Menge absolutem Alkohol iiber- 
gossen und mit Chlorwasserstoff in der Siedehitze behandelt. 
Dabei muBte von ungelistem Salmiak filtriert werden. Beim 
Abkihlen des Filtrats fand sehr reichliche Abscheidung farb- 
loser langer Nadeln des salzsauren Glykokoll-athylesters statt. 
Sie wurden mehrmals aus Alkohol krystallisiert. Schmelzp. 143 ° 
(unkorr.), ebenso der Mischschmelzpunkt; unter Verarbeitung 
der Mutterlaugen wurden im ganzen 0,9 g aus 1,5 g Anhydro- 
glycylserin-anhydrid I erhalten. 

5,808 mg Substanz gaben 0,520ccm N (20°, 761mm, 50 °/,ige KOH). 


0,0986 g verbrauchten nach Volhard 7,1 cem n/10-AgNO,. 
0,0800 g verbrauchten 5,68 cem n/10-AgNO,. 


C,H,O,N, HCl (139,55) Ber. N 10,03%, Cl 25,41 %, 

Gef. ,, 10,24 » 25,58 25,18 °%/,. 

Das Pikrat schmolz bei 154—155°, ebenso ein Gemisch 
mit dem Pikrat eines auf die tibliche Weise erhaltenen Glyko- 
kollesters. 

Salmiak: Er konnte aus den wasserlislichen Spalt- 
produkten durch fraktionierte Krystallisation aus Wasser er- 
halten werden. Auch das bei der Glykokollveresterung (s. 0.) 
erhaltene Unlésliche ist nach Waschen mit Alkohol reiner 
Salmiak, 0,20 g, Chlorgehalt 65,97°/, statt 66,28°/,. Das 
daraus erhaltene Chloroplatinat enthielt 44,6°/, Platin statt 
44,0 °/,. 

Da fir uns in dieser Arbeit die Menge des entstandenen 
Ammoniaks am meisten Interesse hatte, haben wir noch einen 





RRR 








Pee P ae Teter ret ieeee, 


Umlagerungen peptidihnlicher Stoffe. 1238 


zweiten Versuch zu seiner genaueren Bestimmung unternommen. 
Wir haben darum genau nach den obigen Angaben 0,1091 g 
Anhydrid I mit der 10fachen Menge 5n-Salzsiure 3 Stunden 
bei 60° gespalten, dann zur Trockne verdampft und mit 25 ccm 
n-Natronlauge wihrend 40 Minuten auf die Halfte eingekocht. 
Dabei wurden die entwickelten Dampfe in 20 ccm n/10-Schwefel- 
siure aufgefangen. Verbraucht waren 9,32 ccm n/10-Saure, 
entsprechend 11,97°/, N, wahrend das Anhydrid I im ganzen 
22,22°/, N enthalt. Es war also wenig mehr als die Hialfte 
des vorhandenen Stickstoffis abgespalten, was gut zu unserer 
Ansicht paBt, daB nur das eine der beiden vorhandenen Stick- 
stoffatome des Anhydrids durch Sauren hydrolytisch leicht 
abspaltbar ist. — Der alkalische, nunmehr etwa 2fach nor- 
male alkalische Destillationsriickstand wurde weiterhin noch 
45 Minuten: destilliert, wobei durch zutropfendes Wasser das 
Volumen miglichst erhalten wurde. Jetzt wurden in der Vor- 
lage nur 0,9 ccm n/10-Saure verbraucht, entsprechend 1,16 °/, 
Stickstoff. 

Als die Saiurespaltung des Anhydrids I tiber 12 Stunden 
ausgedehnt und im iibrigen wie eben beschrieben verfahren 
wurde, waren bei der ersten Destillation 11,61 °/, N als 
Ammoniak abgespalten und bei der zweiten noch weitere 0,7 °/,. 
Auch die erheblich verlingerte Saurespaltung liefert also kaum 
mehr als 50°/, hydrolytisch abspaltbaren Stickstoff. 

Als wir die Saurespaltung ginzlich fortlieBen, und das 
Anhydrid direkt mit Alkali destillierten, wurde bei der ersten 
Destillation innerhalb 40 Minuten 1,54°/, Stickstoff entwickelt 


und nach weiteren 45 Minuten nochmals 1,47 °/,. 





Im vorstehenden ist wiederholt von Derivaten und 
Umwandlungsprodukten der Benzoyl-y-amino-§-oxy- 
buttersiure die Rede gewesen. Uber einen Teil derselben 
haben wir schon friher?) berichtet. Uber ihre weitere Unter- 
suchung méchten wir hier noch. einiges wenige anhangsweise 
mitteilen. Die nahe strukturelle Verwandtschaft unserer Amino- 





1) Diese Zs. Bd. 181, S. 1 (1928). 
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oxybuttersiure zur natiirlichen Oxyglutaminsiure, auf die wir 
schon friiher hinwiesen, verleiht diesen Studien ein gewisses 
Interesse. 


2-Phenyl-5-carbathoxymethyl-oxazolin (s. u. VIII). 


Die aus N-Benzoyl-y-amino-f-oxybuttersiure-athylester 
(s.u. VI) mit Thionylchlorid entstandene Verbindung C,,H,,0,N. 
HCl ist von uns frither als 2-Phenyl-5-carbithoxymethyl-oxazo- 
lin (VII) angesprochen worden. Zweifel iiber ihre Natur 
konnten aber entstehen, weil bei der Einwirkung von ver- 
dinnter waBriger Salzsiure nicht, wie erwartet, das Salz des 
O-Benzoyl-aminooxybuttersiure-esters [IX erhalten wurde. Diese 
scheinbare Abweichung vom bekannten Umlagerungsschema 
haben wir jetzt dahin aufkliren kénnen, dab durch die Wir- 
kung der wiBrigen Siure neben Sprengung des Oxazolinringes 
auch noch eine Verseifung der Athylestergruppe eintritt. Darum 
entsteht in erheblichem Umfang und oft sogar in der Haupt- 
sache das salzsaure Salz der freien O-Benzoyl-aminooxybutter- 
siure (X). 

VIL (,H,CO-NH-CH,-CH(OH)-CH,:-COOC,H, , 
VIII. Oty iy ONE 
N 


“WOH, 


IX. HCl, NH,-CH,-CH(O-COC,H,)-CH,-COOC,H, , 
X. HCl, NH,-CH,-CH(0-COO,H,)-CH,-COOH. 

Wir haben diese Saure als Pikrat identifiziert, indem wir 
einen Teil des Praiparates, das aus dem oben formulierten 
Oxazolinester durch 2n-Salzsiure erhalten war, in wabBriger 
Lésung mit der gleichen Menge Natriumpikrat versetzten. Das 
ausfallende Ol krystallisierte bald. Durch wiederho!tes Krystalli- 
sieren aus Methylalkohol unter Zusatz von Benzol und Petrol- 
ther erhielten wir das Pikrat der O'-Benzoyl-amino- 
oxybuttersiure vom Zersetzungspunkt 197°. Es bildet oft 
kurze, derbe, vierseitige Prismen, die sich bald in feine Nadein 
umwandeln. | | 

C17H,¢0,,N, (452,16) Ber. C 45,12°/, H 8,57°/, N 12,40°%, 
Gef. ,, 45,07 » 8,15 » 12,89. 
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Genau die gleichen Eigenschaften hatte ein Pikrat aus 
reiner O-Benzoyl-aminooxybuttersiure, die auf dem friher an- 
gegebenen Weg bereitet war. 

Das bei der EKinwirkung von Saure auf desi Oxazolinester 
erhaltene Gemisch 148+ sich durch Behandlung mit 1 °/,iger 
alkoholischer Salzsiure leicht in einheitlichen salzsauren Athyl- 
ester der O-Benzoyl-y-amino-f-oxybuttersaiure ver- 
wandeln. Beim Verdampfen zur Trockne erhielten wir prich- 
tige Nadeln, die durch Lésen in Alkohol und Abscheiden mit 
Ather—Petrolather in diinnen Prismen vom unscharfen Zer- 
setzungspunkt 102° erhalten wurden. Zur Analyse wurde unter 
0,2 mm iiber P,O, getrocknet. 

0,1121 g Substanz gaben 0,2224 g CO, u. 0,0637 g H,0. 

6,826 mg re » 0,298 com N (20°, 744 mm, 50%, ige 

KOH (nach Preg)). 
0,1705 g Substanz verbrauchten 5,95 cem n/10-AgNO, (nach Vol- 
hard). 
soon. HCl (287,61) 
Ber. C 54,24°% H 681°, N 4,87°%, Cl 12,88, 
Gef. ,, 54,11 » 6,85 » 4,80 »» 12,87. 

Der salzsaure Ester lést sich nicht nur leicht in Wasser 
und Alkohol, sondern auch recht leicht in Chloroform. Wir 
haben denselben Ester auch erhalten, als wir auf die gleiche 
Weise die reine O-Benzoyl-aminooxybuttersiure ') verarbeiteten. 

Durch UbergieBen des salzsauren O-Benzoyl-amino-oxy- 
buttersiureesters mit wiBrigem Ammoniak erhalt man ein 6], 
das beim Reiben sofort krystallisiert und nach dem Umlésen 
aus heiBem Wasser bei 99—100° schmilzt. Es ist der 
N-Benzoyl-aminooxybuttersaiureester (glinzende Blatter, 
Mischschmelzpunkt mit dem friheren Priparat 99—100°). Die 
Umlagerung des Benzoyls vom Stickstoff zum Sauerstoff geht 
hier demnach mit sehr groBer Geschwindigkeit vor sich. 

Das Ammoniak reiBt wohl aus dem Salz des O-Benzoyl- 
esters die Salzsiure an sich. Es vermag aber in der an- 
ziehenden Wirkung auf die Benzoylgruppe nicht im geringsten 
mit der basischen Gruppe der Aminoséure zu konkurrieren: 





4) Diese Zs. Bd. 131, 8. 11 (1928). 
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Kin neues Beispiel fir die Bevorzugung molekiileigener Gruppen 
bei derartigen Umlagerungsvorgingen.") : 

Mit Alkalien entsteht aus dem O-Benzoyl-ester der Ester 
der N-Benzoyl-aminooxybuttersiure und weiterhin diese Saure 
selbst. 


2-Phenyl-5-carbamidomethyl-oxazolin?) (s. u. XII). 

Dieser Stoff war friiher aus dem Saéureamid der N-Benzoy]l- 
aminooxybuttersiure durch Wasserentziehung mittels Thionyl- 
chlorid bereitet worden. Unsere Auffassung von seiner Struktur 
stiitzte sich auf eine zweite Darstellungsméglichkeit aus dem 
salzsauren Saurechlorid (XI) mittels Ammoniak. Wir haben 
es schlieBlich neuerdings aus dem 2-Phenyl]-5-carbithoxymethyl- 
oxazolin (Formel VIII, s. 0.) mit wa8rigem Ammoniak erhalten. 

Wir beschreiben im nachfolgenden noch die Spaltung des 
,,Oxazolin-amids“ (XII) mit itiberschiissiger 5 n-Salzséure, welche 
im wesentlichen zum salzsauren Salz der O-Benzoyl-amino- 
oxybuttersdure (XIII) fihrt und damit die Ubereinstimmung 
mit anderen Oxazolinen herstellt, die mit Mineralsiure viel- 
fach in Salze der O-Acylate tibergehen. 








XI XII 
= rege CH,-CO-Cl CH,— CH-CH,-CO-NH, 
o..28 sa>—t«<“NN . 

Pai 
NY.H,, HOI -O,H; 
XII 
iiberschiissiger 
Salzsure NH, HCl 0-COC,H, 


Man kann iibrigens die Entstehung der O-Ester hiufig 
als Wahrscheinlichkeitsbeweis dafiir betrachten, daB im vorher- 





1) Vgl. M. Bergmann, Uber intramolekulare Umsetzungen orga- 
nischer Verbindungen, Festschrift der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft 1921, 
S. 27. 

*)In der frither gegebenen Vorschrift fir die Bereitung dieses 
Stoffes (Diese Zs. Bd. 131, S. 14) ist leider ein sinnentstellender Druck- 
fehler stehen geblieben. Es mu8 dort auf Zeile 6 von unten statt 
yeyclisches heiBen ,,acyclisches“ Amid — ist das y-Benzamido- 
§-oxy-buttersiiure-amid). 
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gehenden Anhydroprodukt der Acylrest schon mit dem Sauer- 
stoff in Verbindung stand, daB also ein Oxazolinderivat vorlag. 

0,5 g gepulvertes 2-Phenyl-5-carbamidomethyloxazolin 
wurden mit 7 ccm 5n-Salzsiure kurz aufgekocht und dann noch 
21/, Stunden bei 70° aufbewahrt. Wir haben dann in Kis 
abgektihlt, abgesaugt und mit Ather gewaschen, um etwas 
Benzoeséure zu entfernen. Ausbeute 0,4 gy. Das Priparat 
zeigte nach der Krystallisation aus Wasser unter Zusatz von 
Salzsiure den Schmelzp. 215° (unkorr.) des salzsauren Salzes 
der O-Benzoyl-aminooxybuttersaure. 

| Ber. Cl 13,66,  Gef. Cl 18,89), 
Das Pikrat zeigte denselben Zersetzungspunkt (197°) wie das 
weiter oben beschriebene Priparat. 
Ber. N 12,39%  Gef. N 12,42%,. 

Mit Alkali entstand aus dem Chlorhydrat des O-Benzoats unter 
Wanderung des Benzoyls die N-Benzoyl-amino-oxybuttersiure. 

Die Bereitung der O-Benzoyl-aminooxybuttersiure aus 
dem 2-Phenyl-5-carbamidomethyloxazolin mit tiberschiissiger 
Mineralsiure ist ein recht merkwiirdiger Vorgang und zwar 
deshalb, weil bei Verwendung von weniger Salzsiure (genau 
1 Mol, also soviel, wie zunichst zur Salzbildung mit dem 
Oxazolin nétig ist) keine Spur der O-Benzoylsiure entsteht, 
sondern der friiher schon erwabnte reduzierende, neutrale Stoff 
von der Formel C,,H,,0,N.?) 





1) Diese Zs. Bd. 131, S. 15 (1928). 
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Weitere Studien iiber die Struktur des Eiweifmolekils, 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Komm. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a, 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Dezember 1924.) 


Die von verschiedener Seite [Emil Fischer (etwa 1904), 
Emil Abderhalden (1906), Troensegaard (1920), Karrer 
(1923), R. O. Herzog (1923) u. a.] gefuBerte Vermutung, dab 
im EiweiBmolekiil Ringsysteme vorgebildet seien, hat erst dann 
eine sichere Grundlage, wenn das Vorkommen bestimmter 


Strukturen eindeutig bewiesen ist. In dieser Richtung sind in | 
der letzten Zeit Befunde erhoben worden, die wohl geeignet | 
sind, den Beweis des Vorkommens von Anhydriden und zwar | 
insbesondere von Diketopiperazinen oder diesen nahestehenden || 
Verbindungen eindeutig zu gestalten. Zunichst ist auf den | 
Befund von Diketopiperazinen unter den Spaltprodukten aus |j 


Eiwei8 zu verweisen und insbesondere sind jene Produkte 
hervorzuheben, in denen mehr als zwei Bausteine nachgewiesen 


werden konnten und ohne jeden Zweifel auBer der Polypeptid- | 
struktur noch eine besondere Anhydridstruktur vorliegt, d.b. | 
aller Wahrscheinlichkeit nach zwei Bausteine diketopiperazin- | 
artig zusammengeschlossen sind.*) Hierher gehdren auch die i 





*) An Hand des Nachweises von Diketopiperazinen die Méglich- " 
keit ihres Vorkommens im Eiwei8 besprochen. Vgl. E.Abderhalden |& 


u. Casimir Funk, Diese Zs. Bd. 58, S. 19 (1907). 


Bande. 


*) E. Abderhalden u. E. Komm, Diese Zs. Bd. 182 und folgende 
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Beobachtungen iiber die Bildung von Piperazinen bei der 
Reduktion von LHiwei8') und endlich die Feststellung der 
Oxamidbildung bei der Oxydation von Proteinen.?) Um dié 
letzteren Befunde deuten zu kénnen, waren vergleichende 
Untersuchungen auf méglichst breiter Basis tiber das Verhalten 
von Dipeptiden und Diketopiperazinen und endlich von Poly- 
peptiden gegentiber Reduktions- und Oxydationsmitteln erforder- 
lich. Diese Untersuchungen sind in vollem Gange. Hier sei 
iiber weitere Ergebnisse von Oxydationsversuchen be- 
richtet. Es zeigte sich, da8 bei der Oxydation von Poly- 
peptiden mit Zinkpermanganat stets eine Desaminierung erfolgt. 
Bei gleicher Behandlung von Diketopiperazinen ist das nicht 
der Fall. Es entsteht, wie die unten mitgeteilte Ubersicht 
zeigt, stets Oxamid in mehr oder weniger groBer Ausbeute. 
Bei der Oxydation von Polypeptiden wurde ein krystalli- 
nisches Produkt erhalten, das sich bei genauer Untersuchung 
als ein Gemisch von Ammoniumnitrat und sehr wenig Ammonium- 
acetat erwies. . 
Kine Sonderstellung nimmt, wie frither schon mitgeteilt, 
das Glycyl-glycin ein. Es liefert bei der Oxydation auch 
Oxamid. Das gleiche gilt fiir Polypeptide, in denen die Gruppe 
Glycyl-glycin enthalten ist. Im itibrigen konnten wir bisher 
bei keinem der untersuchten Polypeptide Oxamid nachweisen. 
Die Oxydation wurde in der friiher*) ausfihrlich be- 
schriebenen Weise durchgefiihrt. 10°/,ige Zinkpermanganatlésung 
wurde zu der heiBen Liésung bzw. Suspension des zu oxydierenden 
Stoffes in kleinen Portionen so lange zugesetzt, bis keine Ent- 
farbung mehr eintrat. Das iiberschiissig hinzugefiigte Perman- 
ganat wurde durch Alkohol reduziert. Dabei bildete sich stets 
etwas Essigsiure, die Zink léste. Das Metall wurde mit 


Schwefelwasserstoff entfernt. Die yon allen unerwiinschten 





1) E. Abderhalden u. W. Stix, Diese Zs. Bd. 129, 8. 148 (1928). 
— E.Abderhalden, E. Klarmann u. E. Schwab, Ebenda Bd. 185, 
8.180 (1924), — E. Abderhalden u. E. Schwab, Ebenda Bd, 189, 
S. 169 (1924). 3 

*) E. Abderhalden, E. Klarmann u. E. Komm, Diese Zs. 


Bd. 140, S. 92 (1924). 
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Beimengungen befreite Lisung wurde dann eingedampft. Der 
Riickstand gelangte zur Untersuchung. War Oxamid in reich- 
licher Menge vorhanden, so schied sich diesés bereits vor der 
Entfernung des Zinks zu einem Teil aus und wurde ab- 
filtriert. 

Die Ausbeuten an Oxamid aus Diketopiperazinen waren 
nicht immer quantitative. Der Grund hierfiir ist wahrscheinlich 
in den Liésungsverhéltnissen des Produktes in Verbindung mit 
der ganzen Oxydationsmethodik, bei der die voluminésen Nieder- 
schlage reichlich Gelegenheit zur Umhiillung und Adsorption 
geben, zu suchen. Die gewonnenen Mengen an Ammonium- 
nitrat und Ammoniumacetat bei der Oxydation waren stets 
verschieden groB, 

Bei den Oxydationen von Polypeptiden war das Auftreten 
von Fettsiuren einwandfrei festzustellen. Ob noch weitere 
Produkte entstanden (Blauséure, Aldehyde), ist noch nicht 
genauer festgestellt. Wir legten bei unseren Versuchen zu- 
nichst das Hauptgewicht auf die Bildung oder Nichtbildung 
von Oxamid und anderen identifizierbaren Verbindungen. 

Die folgende Ubersicht zeigt das angewandte Material 
mit den erhaltenen Ergebnissen: 


Aminosauren: 
Glykokoll . vollstindig desaminiert, 
Alanin . . i + 
Leucin . . ¥ = (sehr starker unangenehmer Fett- 

siuregeruch), 

Tyrosin. . me “ 

Polypeptide: 
Glycyl-glycin. . . . . zum Teil desaminiert, ferner Oxamid, 
Diglycyl-glycin wr ” ” ” ” ” 
Leucyl-di-glycyl-glycin . ,, _,, F ‘~ 
Alanyl-glycin . . . .. vollstindig desaminiert, 
Leucyl-glycin ... . i a 
Glycyl-leucin. . ... fe me 
Leucyl-leucin. . . . . = = 
Glycyl-tyrosin . . . . ‘> ‘ 


Glycyl-leucyl-glycin . . * 


9? 
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| Diketopiperazine: 
Glycinanhydrid . . . . . Oxamid (Ausbeute verschieden, meist sehr 
gut), keine Desaminierungsprodukte, 
Glycyl-alaninanhydrid . . . Oxamid (Ausbeute fast stets quantitatiy), 
keine Desaminierungsprodukte, 
d,l-Leucyl-glycinanhydrid.. . Oxamid (Ausbeute gut), keine Desami- 


nierungsprodukte, 
1-Leucyl-d-leucinanhydrid . . Oxamid (Ausbeute gut), keine Desami- 
_ nierungsprodukte, 
Tyrosinanhydrid . . . . . Oxamid (Ausbeute gut), keine Desami- 
nierungsprodukte, 
Glycyl-di-oxyprolinanhydrid . Oxamid(Ausbeute gering), keine Desami- 
nierungsprodukte, 
N,N’- Diacetyl-glycinanhydrid Oxamid (Ausbeute gut), daneben viel 
Essigsiure, 
0,0’-Dibenzyl-glycinanhydrid Oxamid (Ausbeute gut), keine Desami- 


nierungsprodukte. 


Peptone und Eiwei8k6rper. 


Die Oxydation der Kiwei8kérper war sehr schwierig durch- 
zufihren. Nur ein sehr kleiner Teil der meisten denaturierten 
Proteine wurde oxydiert; der Hauptteil blieb unangegriffen 
zurick. Die Ausbeuten an Oxamid und Desaminierungs- 
produkten lassen sich daher nicht untereinander vergleichen. 
Es lassen sich auch keinerlei Riickschliisse auf den Umfang 
bestimmter Strukturen in den angewandten Proteinen machen, 
wohl aber lassen sich die Ergebnisse zur Entscheidung der 
Frage des Vorkommens yon Diketopiperazinringen oder 4hn- 
lichen Ringsystemen im Eiwei8 verwenden. 


Seidenpepton . . . . Oxamid, daneben Desaminierungsprodukte, 
Gelatine. . . . . . Oxamid, keine Desaminierungsprodukte, 
Blutglobulin ae “o - + | 
EiereiweiB . . . . . Oxamid in geringer Ausbeute, daneben Des- 
aminierungsprodukte, | 


Casein (Hammarsten) Oxamid, daneben Desaminierungsprodukte. 


Die erhaltenen Ergebnisse der Versuche, Aminosduren, 
Polypeptide, Diketopiperazine, Peptone und HiweiBarten mit 
Permanganat unter den angegebenen Bedingungen zu oxydieren, 


lassen sich, wie folgt, zusammenfassen: 
g* 
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1. Aminosauren werden vollstandig desaminiert. 

2. Polypeptide werden ebenfalls volistindig des- 
aminiert bis auf solche, die Glycyl-glycin als Kom. 
ponente enthalten. Diese geben neben Desaminie- 
rungsprodukten Oxamid. 

8. Diketopiperazine werden nicht desaminiert. Als 
Oxydationsendprodukt hinterblieb stets Oxamid. 

4, Peptone und einige Eiwei8kérper gaben neben 
Oxamid Desaminierungsprodukte. Blutglobulin und 
Gelatine gaben von identifizierten Produkten nur 
Oxamid. 

Weitere Versuche sind im Gange, um die quantitativen 
Beziehungen der Oxydationsprodukte zum Ausgangsmaterial 
noch eindeutiger festzulegen. 
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Das Verhalten von Ornithin, Lysin Putrescin 
in der tiberlebenden Leber. 
Von 


K. Felix und H. Réthler. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, Dezember 1924.) 





Unsere Kenntnisse itiber das Schicksal der Diaminosiuren 
im Stoffwechsel beschranken sich, das Arginin ausgenommen, 
zum gréBten Teil auf Erfahrungen mit Fiitterungsversuchen. 
Wir wissen aber nicht, welche Wege ihr Abbau und ihre 
Umwandlungen im intermediiren Stoffwechsel einschlagen. Es 
ist anzunehmen, da8 sie unter normalen Verhiltnissen voll- 
kommen yerbrannt werden kénnen. AuBerdem werden wohl 
noch aus ihnen Stoffe gebildet, die im Getriebe des Stoff- 
wechsels eine besondere Rolle spielen. So mu8 man sich doch 
wohl z. B. die Unentbehrlichkeit des Lysins fiir das Wachstum 
erkliren. Die Diamine Putrescin und Cadaverin scheinen vom 
Tierkérper auch in groBen Dosen verbrannt werden zu kénnen 
(Pictet und Court), Udransky und Baumann).’) 

Fiir das Studium des intermediiren Stoffwechsels sind 
Versuche mit iiberlebenden Organen immer noch am aussichts- 
reichsten, wenn man sich auch dariiber klar sein muB, dab 
ihre Resultate nur mit einem gewissen Vorbehalt auf den 
Stoffwechsel im unversehrten Tier itbertragen werden kénnen. 
Im Vordergrund steht immer die Frage nach dem Schicksal 





*) Chem. Ber. Bd. 40, 8. 8771 (1907). 3 
2) Diese Zs. Bd. 18, S. 562 (1889); Bd. 15, S. 77 (1891). 
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in der Leber, da sich die Stoffe nach der Resorption mit ihr 
zuerst auseinandersetzen miissen. 

Zunichst interessierte uns das Verhalten des Ornithins. 
Es entsteht regelmaBig in der Leber aus Arginin durch die 
Arginase. Friihere Durchblutungsversuche der Leber mit Arginin*) 
haben die Vermutung nahe gelegt, daB Ornithin, wie es in 
der Leber bei der Spaltung des Arginins entsteht, weiter ab- 
gebaut wird, da regelmaBig nur ein kleiner Teil des zu 
erwartenden Ornithins nachgewiesen werden konnte. Wir 
haben der Durchblutungsfliissigkeit bereits fertiges d-Ornithin 
zugesetzt, aber nachher fast die ganze Menge wieder zuriick- 
gewonnen. Uber den Abbau des Ornithins hat bereits Dakin”) 
Versuche mit Lebergewebe ausgefiihrt; er fand, daB Putrescin 
entsteht. Vielleicht waren bei seiner Anordnung Mikroorganis- 
men mit im Spiel. Wir konnten kein Putrescin nachweisen 
und miissen annehmen, da8 unter unsern Versuchsbedingungen 
die Leber vorgebildetes Ornithin nicht in das Diamin iiber- 
fihrt und tiberhaupt nicht oder nur in geringem MaBe abbaut. 

An sich kann, wie die Cystinurie zeigt, Putrescin aus 
Ornithin entstehen, wenn nicht auch hierbei Mikroorganismen 
mitwirken. Jedenfalls diirfte es keine normale Abbaustufe 
sein. Es kann zwar, wie oben bereits erwahnt wurde, von 
Tieren verbrannt werden. In der iiberlebenden Leber wird es 
nicht angegriffen. Auch bei den Versuchen mit Putrescin 
haben wir den gréBten Teil der zugesetzten Menge wieder 
erhalten. 


Hin Versuch mit Lysin ist entsprechend ausgefallen. Es 
ist nicht abgebaut worden. Es ist hier auf eine interessante 
Parallele hinzuweisen. Lewis, Ginty und Marvel haben 
Fiitterungsversuche an jungen Ratten gemacht mit der Frage, 
ob sich das Lysin ersetzen liBt. Sie nahmen an, dab, wenn 
es analog wie andere Aminosiuren abgebaut wird, an Stelle 
einer der beiden Aminogruppen, am wahrscheinlichsten der 
a-Aminogruppe, eine Carbonyl- bzw. Hydroxylgruppe tritt. Nach 





) Diese Zs. Bd. 128, S. 40 (1928). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 1, S. 171 (1906). 
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Knoop!) und Emden?) kann die Leber aus der entsprechen- 
den Oxy- bzw. Ketosiure die Aminosiure wieder synthetisieren. 
Die amerikanischen Forscher fanden aber, daB die w-Oxy- 
s-aminocapronsiure das Lysin in seiner Wirkung auf das 
Wachstum nicht zu ersetzen vermag, offenbar, weil der Orga- 
nismus es daraus nicht darstellen kann. 

Setzen wir einmal voraus, daB unsere Resultate sich auch auf 
die Leber im normalen Tier iibertragen lassen, so miissen wir 
annehmen, daB die beiden Diaminosiuren und das Putrescin, 
wabrscheinlich auch das Cadaverin, die Leber unzersetzt 
passieren kénnen, wenn sie als solche im Blut zu ihr gelangen. 
Vielleicht werden sie in einem andern Organ abgebaut. Das 
verschiedene Verhalten von fertigem und in der Leber erst 
entstehendem Ornithin 148t aber noch eine andere Vermutung 
zu. Es kann sein, daB auch das Lysin und Putrescin nicht 
nur im vorgebildeten Zustand, sondern auch in einer andern 
Form zur Leber kommen, aus der sie erst frei werden. In der 
Leberzelle entstehendes Lysin und Putrescin kénnen vielleicht 
abgebaut werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Methodik der Durchblutung war mit geringen Ab- 
anderungen die gleiche wie in den friiheren Versuchen. Wir 
verwandten wieder nur Katzenlebern und frisches defibriniertes 
Rinderblut, das mit dem gleichen Volum Ringerliésung ver- 
diinnt wurde. Die eigentliche Durchleitung dauerte nach Zu- 
satz der zu untersuchenden Substanz 40 Minuten. Vorher 
wurde die Leber mit kérperwarmer Ringerlésung kurz aus- 
gespiilt, um die Reste gerinnbaren Blutes zu entfernen. Zum 
SchluB wurde mit Ringerlésung nachgewaschen, bis die ab- 
flieBende Fliissigkeit klar war. Der ganze Versuch war eine 
Stunde nach Verbluten des Tieres beendet. Die Substanzen 
gaben wir in wiBriger, mit Salzsiure neutralisierter Lisung 
zu. Das EiweiB entfernten wir mit Schenckscher Lésung, 
die Lysin, Ornithin und Putrescin nicht fallt. 





') Diese Zs. Bd. 67, S. 489 (1910). | 
2) Biochem. Zs. Bd. 29, S. 428 (1910); Bd. 38, S. 898 (1912). 
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Ornithindurchblutung. 


Das Ornithin wurde aus d-Arginin durch Arginase dar- 
gestellt, indem Arginin 3 Tage mit-Leberbrei im Brutofen bei 
37° unter Toluol stehen gelassen wurde. Aus dem eiweib- 
freien Filtrat wurde das nicht zersetzte Arginin nach der 
Silberbarytmethode zuriickgewonnen und das Ornithin mit 
Phosphorwolframsaure gefallt, ins Pikrat iibergefiihrt und 
fraktioniert krystallisiert. Diese Vorsicht war notwendig, um 
Verunreinigungen mit Putrescin zu erkennen. In einem Vor- 
versuch war namlich neben dem Ornithin auch Putrescin ent- 
standen, wahrscheinlich infolge Bakterienwirkung. Putrescin- 
pikrat ist in Wasser schwerer léslich als Ornithinpikrat, hatte 
also in den ersten Fraktionen erscheinen miissen. Es zeigten 
aber alle unsere Fraktionen nach dem Umkrystallisieren den 
gleichen Schmelzpunkt von 198°. Putrescinpikrat soll nach 
den Angaben in der Literatur bei 250°, jedenfalls viel héher 
schmelzen. 

1. Versuch. Nachdem Eiwei8 und iiberschiissiges Queck- 
silber aus dem Schenckschen Reagens mit Schwefelwasserstofi 
entfernt waren, wurde die Lésung bei neutraler Reaktion auf 
dem Wasserbad zur Trockne eingeengt und der Riickstand mit 
Alkohol extrahiert, um eventuell alkohollésliche Abbauprodukte 
des Ornithins abzutrennen. Da das Ornithin nicht vollkommen 
unléslich ist, ging uns dabei etwas verloren. Der Riickstand 
des Extraktes wurde nach Verdunsten des Alkohols mit Pheny]- 
isocyanat behandelt. Es lieBen sich aber keine definierten 
Produkte isolieren. Der in Alkohol unlésliche Riickstand wurde 
in Wasser gelést und mit Phosphorwolframsaure gefillt. Die 
gefallten Basen wurden mit Baryt befreit und ins Pikrat iiber- 
gefiihrt, die Pikrate dann fraktioniert krystallisiert. Zunachst 
schieden sich Krystalle ab, die bei 260° noch nicht schmolzen 
und etwas anderes als Ornithin zu sein schienen. Eine zweite 
Fraktion schmolz bei 198° SBeide Pikrate wurden ohne 
weitere Reinigung durch Salzsiure und Ather von der Pikrin- 
siure befreit und nach Schotten-Baumann benzoyliert. Die 
Benzoylderivate schmolzen bei 184°. Auch die Mischprobe 
gab den gleichen Schmelzpunkt. Beide sind also Ornithursiure. 
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Den hohen Schmelzpunkt des ersten Pikrats kénnen wir uns 
nicht erkliren. Vielleicht ist es eine andere Verbindung des 
Ornithins mit Pikrinsiure. Die Bestimmung des Stickstoffs 
gab fiir das Benzoylderivat der ersten Fraktion 8,44°/,, be- 
rechnet fiir Ornithursiure 8,2°/,. In den vereinigten Filtraten 
der Benzoylderivate waren noch 5 mg Stickstoff. Die beiden 


Pikratfraktionen enthielten also nur Ornithin und jedenfalls . 


kein Putrescin. 

Aus der Mutterlauge der Pikrate wurde die Pikrinsiure 
herausgeschafft und der Riickstand benzoyliert. Es entstand 
wieder etwas Ornithursiure, daneben aber noch eine kleine 
Menge eines anderen Benzoylderivates, das sich nur dlig aus- 
schied, in Alkohol und Aceton ldslich, in Wasser und Ather 
unléslich war. Es wurde durch Kochen mit Salzsiure hydro- 
lysiert, die. freie Benzoesiure mit Ather extrahiert und aus 
dem Rest das Platinsalz dargestellt. Seine Analyse gab aber 
auch nach dreimaligem Umkrystallisieren keine brauchbaren 
Resultate, Kine weitere Reinigung war wegen der kleinen 
Menge nicht mehr méglich. Im Filtrat der Benzoylprodukte 
aus der Mutterlauge der Pikrate waren noch 36 mg nicht 
identifizierten Stickstoffs. Jedenfalls gehért der gréBte Teil 
des Stickstoffs in dem Phosphorwolframsiureniederschlag dem 
Ornithin an. Wir vermuten, da8 auch der noch unbekannte 
restliche Stickstoff und das Platinsalz Ornithin sind, was wegen 
der Verunreinigung nicht nachzuweisen war. 


Die quantitativen Verhiltnisse sind aus der. Tabelle zu 
ersehen. , 


Desert der Darehblvtete 0°. Se ae. 
Zugesetzter Ornithin-N . . . 0,816 g 
Mit Phosphorwolframsiure fallbarer (Ornithin IN. . 0,586,, 
N im Filtrat des Phosphorwolframsiureniederschlags 0,097 ,, 


2. Versuch. In diesem Versuch haben wir bei der Auf- 
arbeitung der Durchblutungsfliissigkeit in ae Fraktion den 
Gesamtstickstoff bestimmt. 

Dauer der Durchblutung. . . . .... =. =. ~~. 40 Min. 


Ornithin-N zugesetzt . . . eee we ae 
Rest-N der Darchblutungsfitissickeit ihe 92s ei. Ge, 
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Haute: 5. Se i A Os, Og 
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pe DS ee re Aa eee -. « 0,045, 

davon waren Harnstoff-N ...... >) ee 

“wenn. eee 0,011 ,, 
N im Filtrat vom Phosphorwolframsiureniederschlag 0,18 _,, 
N im Phosphorwolframsiiureniederschlag . ... . 0,34 ,, 


Zunichst ergibt sich aus der Tabelle, daB der Reststick- 
stoff der Durchblutungsfliissigkeit nach der EnteiweiBung etwas 
mehr betrigt als der zugesetzte Ornithinstickstoff. In den 
friheren Leerversuchen mit Leberdurchblutungen war regel- 
maBig nach der Entfernung des Eiwei8 und Ammoniaks mit 
Phosphorwolframsiure kein Niederschlag mehr zu erhalten. 
Es ist also anzunehmen, da8 der iiberschiissige Reststickstoff 
in der ,,Monoaminosiurefraktion“, dem Filtrat des Phosphor- 
wolframniederschlags, enthalten ist, was den Zahlen nach még- 
lich scheint. 

Reststickstoff, Harnstoffstickstoff und Ammoniakstickstoff 
wurden in aliquoten Teilen der gesamten Durchblutungsflissig- 
keit nach der Entfernung des EiweiB bestimmt; ersterer nach 
Kjeldahl, der Harnstoff mit der Ureasemethode und das 
Ammoniak nach Kriiger-Reich. Dann wurde neutralisiert 
und zur Trockne eingeengt und der Riickstand dreimal mit 
Alkohol extrahiert. Die Extrakte wurden vereinigt, der Alkohol 
abdestilliert, der Riickstand wieder mit Alkohol extrahiert und 
und das so lange wiederholt, bis nur noch alkohollésliche Sub- 
stanzen vorlagen. Zum gréBten Teil waren es Harnstoff und 
Ammoniak. 17 mg konnten nicht identifiziert werden, sie 
kénnen Ornithin gewesen sein. 

Die mit der Phosphorwolframsiure gefaillten Substanzen 
wurden wie im ersten Versuch in Pikrate iibergefijhrt und 
fraktioniert krystallisiert. Wir erhielten ebenfalls zwei Pikrate 
mit verschiedenen Schmelzpunkten, die sich beide wieder in 
Ornithursiure iiberfiihren lieBen. Aus der alkoholischen Mutter- 
lauge der Pikrate wurde noch ein Platinsalz isoliert, das 
sich als Ornithin erwies (ber. N 5,17°/,, gef. N 5,06 und 5,09 °/,). 
Aus der wiBrigen Mutterlauge erhielten wir wieder ein Platin- 
salz, dessen Analyse keine verwertbaren Resultate gab. 
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In beiden Versuchen haben wir das zugesetzte Ornithin 
nicht quantitativ wiederfinden kénnen. Wir schreiben den 
Verlust mehr der Methodik und der Schwierigkeit, es zu iso- 
lieren, als einem Abbau zu. Ein Abbau erscheint uns aus 
folgenden Griinden unwahrscheinlich. Da kein Putrescin ent- 
steht, der Abbau also nicht von der Carbonylgruppe ausgeht, 
so miiBte man nach Analogie zu den andern Aminosauren 
erwarten, daB er von einer der beiden Aminogruppen aus er- 
folgt. Es mitiBte also Ammoniak oder Harnstoff entstehen 
beide sind aber nicht vermehrt. Im Filtrat des Phosphor- 
wolframats ist das Abbauprodukt nicht vorhanden. Es kénnte 
somit nur im Niederschlag selbst sein. Prolin hitte in der 
Alkoholfraktion erscheinen und durch Phenylisocyanat sich 
nachweisen lassen miissen. 6-Aminovaleriansiure wire im 
Phosphorwolframsaureniederschlag erschienen, hatte sich aber 
auBerdem noch durch eine Vermehrung des Ammoniaks zu 
erkennen gegeben. Es bleiben als Abbauprodukte nur die 
beiden Platinsalze iibrig. Sie scheinen aber stark mit anorga- 
nischen Beimengungen verunreinigt zu sein, da sie nur wenig 
Kohlenstoff enthalten, das eine 1,90°/, und das andere 0,78°/,. 


Lysindurchblutung. 
d-Lysin wurde als Dichlorhydrat') in waBriger neutrali- 
sierter Lisung zugesetzt. Aus der Durchblutungsflissigkeit 
isolierten wir es wieder durch Phosphorwolframsaure und iden- 
tifizierten es als Pikrat. Wegen Mangel an Material konnten 
wir leider nur einen Versuch ausfihren. 


Dauer der Durchblutung . ..... . . 40Min. 
Liysin-N zugesetzt  . .. . 0,884 g 
im Phosphor wolftanslaninlederschlig wiedate 
gewonnener Lysin-N....... . . 0,8T5¢g 
Oe Pikest lone gw ws ke le ee OD 


Das Ergebnis dieses Versuches entspricht denen mit 
Ornithin. Der gréBte Teil des zugesetzten Lysins konnte un- 





1) Das Priiparat wurde uns in freundlicher Weise von Herrn 
Dr. Guggenheim in Basel zur Verfiigung gestellt, woftr wir ihm auch 
an dieser Stelle danken méchten. 
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verandert aus der Durchblutungsflissigkeit wieder erhalten 
werden. Aus der Mutterlauge des Lysinpikrates gewannen wir 
durch -Benzoylieren noch eine geringe Menge Lysursaure. 
Cadaverin ist nicht entstanden. Wir haben das Pikrat frak- 
tioniert krystallisiert, aber nur Fraktionen mit dem gleichen 
Zersetzungspunkt von 253° erhalten. 


Putrescindurchblutung. 


1. Versuch: 
Dauer der Durchblutung ...... . . 40Min. 
Putrescin-N zgugesetzt . .. . ci 4 SS 
im Phosphorwo!frameliureniederschlag wieder- 
gewonnener Putrescin-N . . . .. . . 0,422 ¢ 


Die mit Phosphorwolframsaure gefallten Substanzen wurden 
als Putrescin durch Uberfithrung in Dibenzoylputrescin, das 
scharf bei 174° schmolz, identifiziert. Bei dem 
2. Versuch haben wir erst das Pikrat dargestellt und frak- 
tioniert krystallisiert. Es wurden zwei Fraktionen erhalten, 
von denen die erste bei 264°, die zweite bei 263° schmolz. 
Aus der Mutterlauge schieden sich noch geringe Mengen an- 
organischer Pikrate ab. Wir haben beide Fraktionen in die 
Dibenzoylverbindung umgewandelt; Schmelzp. 174°, N gefunden 
9,37°/,, berechnet fir C,H,(NH-CO-C,H,), 9,46°/,. 


Dauer der Durchblutung ..... . . ..40Min. 

Putrescin-N zugesetzt . . . . es gt, Ma © 

im Phosphorwoliramaiachaiadenshing wieder- 
gewonnener Putrescin-N ...... . 0,395 ¢ 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Rocke- 
fellerstiftung ausgefiihrt. Wir méchten hier nochmals dem 
HilfsausschuB der Stiftung fiir die Unterstiitzung danken. 

















Der mikro- und histochemische Nachweis von freier 
und gebundener Oxalsaure, 
Bernsteinsaure, Apfelsiure, Weinsdure und Citronensiure. 


Von 


G. Klein und 0. Werner. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Wiener Universitat, Nr. 218 der II. Folge.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27, Dezember 1924.) 





Wenngleich die organischen Siuren zu den langst be- 
kannten und praktisch verwerteten und den am lingsten unter- 
suchten Inhaltskérpern des Organismus gehéren, liegt ihr 
makro- und mikrochemischer Nachweis noch sehr im Argen. 
Auch die neuesten makrochemischen Arbeiten zeigen die 
Umstindlichkeit der Verfahren zur Isolierung der Séuren aus 
dem Organismus und ihrer Trennung.') Eine quantitative 
Bestimmung ist derzeit nicht médglich. Fir physiologische 
Untersuchungen sind diese Verfahren infolge der groBen Mengen, 
die zur Bestimmung erforderlich sind, der langwierigen Dar- 
stellungsweise, der Unméglichkeit, aus verschieden behandelten 
Parallelpflanzen oder Proben desselben Organismus nach ver- 
schiedener Vorbehandlung Bestimmungen zu fahren und der 
groBen Gefahr, bei der langen und tiefgreifenden Prozedur 
(Autolyse beim Trocknen, Schwefelsiurebehandlung bei Ver- 
esterung), die vorhandenen Sauren zu veriindern oder in vivo 
nicht vorhandene Saiuren abzuspalten, so ziemlich unbrauchbar. 

Mikrochemisch sind die hier in Frage kommenden 
Sauren durch empfindliche Reaktionen charakterisierbar, sofern 
sie als reine Substanzen ‘frei oder in Form wasserlislicher 





1) Fr. Czapek, Biochemie d. Pflanzen Bd. 8, 8. 100 (1921), Fischer, 
Jena; H.Molisch, Mikrochemie der Pflanze, 3. Aufl., S. 107 ff. (1928), 
Fischer, Jena; Franzen u. Mitarbeiter, Biochem, Zs. Bd. 135, S. 188 
u. 884 (1928) und Bd. 136, S. 292 u. 827 (1928). 
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Salze und nicht in ungiinstigen Gemischen vorliegen. Bei einer 
Uberpriifung der in der organisch-mikrochemischen Analyse 
von Behrens-Kley*) angegebenen Methode stellte sich heraus, 
daB die Empfindlichkeit des Nachweises stark verringert wird, 
wenn bestimmte Gemische der Saéuren oder wasserunldsliche 
Salze dieser zur Untersuchung kommen. 

Da aber der Mikrochemiker Reaktionen, die noch 10 mg 
einer Substanz anzeigen, als brauchbar verwenden kann, ge- 
niigen die dort angegebenen Methoden. 

Fiir den histochemischen Nachweis aber muBte eine 
auch in ungiinstigen Fallen bedeutend empfindlichere Mikro- 
methodik (erforderliche Mindestquantitat 10 7) ausgearbeitet 
werden. 

Fiir das Gewebe war bis jetzt nur der Nachweis lis- 
licher Oxalate und Tartrate sichergestellt, Die unlislichen 
Salze dieser und anderer Saéuren konnten nach Bestimmung 
des Kations (meist Calcium) gréBtenteils nur auf Grund der 
Léslichkeitsverhaltnisse und krystallographischer Momente iden- 
tifiziert werden. Eine direkte Méglichkeit der Bestimmung 
des Anions fehlte. Tunmann?) empfiehlt den Nachweis der 
Apfel- und Citronensaiure durch Sublimation unter den iiblichen 
Bedingungen. Beide Siuren sind auf diesem Wege zwar in 
Pflanzen zu greifen, in denen sie besonders reichlich enthalten 
sind, im allgemeinen ist aber die Ausbeute an nachzuweisen- 
den Spaltprodukten zu gering. Fir die Sublimation der Apfel- 
siure, bei welcher Fumar- und Maleinsaéure entstehen, sind 
einige Milligramm erforderlich, wobei noch eine Abgrenzung 
von der in der Pflanze eventuell natiirlich vorhandenen Fumar- 
siure unméglich ist. Die Menge der bei der Sublimation von 
Citronensiure entstehenden Citraconsaure ist, wie wir uns iiber- 
zeugen muBten, nur fiir citronensiurereiche Gewebe hinreichend. 
Fir die Bernsteinsiure fehlte eine histochemische Charak- 
terisierung iiberhaupt. Ein Versuch, die bisher bekannten 
mikrochemischen Méglichkeiten der Trennung und Erkennung 


1) Behrens-Kley, Organische, mikrochemische Analyse, S, 329 
bis 352 (1922), Voss, Leipzig. 
*) O. Tunmann, Pflanzenmikrochemie, S. 144—151, Berlin 1913. 
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der Saiuren auf das pflanzliche Gewebe anzuwenden, fihrte zu 
keiner wesentlichen Erweiterung des histochemischen Nach- 
weises. 

Erst die Einfiihrung der Sublimation unter vermindertem 
Druck bei Kihlung der Vorlage brachte vollen Erfolg. Es 
konnte damit folgendes erreicht werden: 


1. Die freien Saéuren sublimieren entweder vdéllig unzer- 
setzt (Oxalsiure, Bernsteinsiure), oder als Anhydride (Apfel- 
siure, Weinsiure und Citronensiure), welche in die wasser- 
haltige urspriingliche Form zuriickfihrbar sind. Der Nachweis 
beruht auf der Darstellung des geeignetsten Salzes. 

2. Die Ausbeute ist auf diesem Wege bei allen Sauren 
quantitativ. Die Erfassungsgrenze ist sehr niedrig, da geringste 
Mengen nachweisbar sind. 

8. Da die Sublimationstemperaturen der einzelnen Siuren 
different und geniigend weit auseinanderliegend sind, ist eine 
vollkommene Fraktionierungsméglichkeit gegeben, wodurch eine 
einwandfreie, vollstindige Trennung der einzelnen Séiuren aus 
Gemischen mdglich wurde. | 

4, Liegen die Siuren in beliebiger Bindung vor, so kénnen 
sie durch Phosphorsiurezusatz fir die Sublimation freigemacht 
werden. 

5. Fiir den Nachweis im Gewebe ist diese Methodik im 
vollen Umfang anwendbar. 


Die Durchfihrung der Sublimation ebenso wie die An- 
ordnung der Apparatur muBten in einigen Punkten gegentiber 
der bei den Aminosiuren erprobten Methodik?) geiindert werden. 
Es wird deshalb im folgenden eine vollstindige Beschreibung 
der Anordnung gegeben. Der Sublimationsapparat aus Jenaer 
Glas (Fig. I, 1) besteht aus einem Mantel / und dem Kihler X, 
der in den konischen Hals des Mantels vakuumdicht ein- 
geschliffen ist. Der Mantel trigt eine seitliche Tubulierung 
zum Evakuieren, In den Kihler sind zwei Glasréhrchen ein- 





1) Bestiglich der Methodik vgl. O. Werner, Die mikrochemische 
Charakterisierung der o-Monoamincsiuren. — Wien Jhg. I, 
S. 38 (1928). 
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geschmolzen, von denen das bis zum Boden des Kiiblers 
reichende der Wasserzu-, das kirzere der -ableitung dient, 
Der Abstand zwischen der unteren, plangeschliffenen Kihler. 
flache und dem Boden des Mantels betrigt 8mm. Zur Auf- 


<r * 




































































Fig. I. 
1. Apparat zur Sublimation unter vermindertem Druck bei Kthlung der Vorlage 
(‘/e d. nat. Gr.). 2. Unterer Teil des Apparates (nat. Gr.). 


nahme der Substanz dient ein flaches Schilchen aus 0,3 mm 
starkem Kupferblech, welches auf feinen Kisenfeilspiinen liegt 
(Fig. I, 2). Als Vorlage zum Auffangen des Sublimats wird 
ein rundes Deckglas (20 mm) verwendet, das mit einem Tropfen 
wasserfreien Glycerins an der planen unteren Kihlerfliche an- 
geklebt wird. Der Abstand vom Boden des Schilchens zum Deck- @ 
glas soll 4—5 mm betragen. Der Apparat wird zum Gebrauch in 7 
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geeigneter Weise an einem Stativ befestigt.) Das Anhitzen 
geschieht in einem Olbad, dessen Temperatur gemessen wird 
und in das der unterste Teil des Apparates 2 cm tief ein- 
taucht. Evakuiert wird mit einer Wasserstrahlpumpe bis etwa 
10mm Druck. Durch den Kihler mu8 wihrend der ganzen 
Sublimation Wasser von der Leitung her laufen. Die Vor- 
teile dieser Sublimationsmethode gegeniiber allen bisher ein- 
gefihrten liegen auf der Hand.?) 

Es sollen nun die mit dieser Methodik erreichten, oben 
kurz skizzierten Ergebnisse niher erértert werden. 

- Oxalsiure: Die Sublimationsfahigkeit dieser Saure war 
bekannt, doch erfolgt bei Sublimation unter gewéhnlichem 
Druck teilweise Zerlegung der Saiure in CO,, CO, HCOOH 
und H,O. Bei unserer Methodik tritt diese Zerlegung nicht 
ein, Die Sublimate bestehen in der Regel zuerst aus lingeren 
Prismen, welche bald in kleinere Krystallchen zerfallen. In 
diesem Sublimat wird die Oxalsiure, wenn gréBere Mengen 
vorliegen, vorteilhaft als Strontiumsalz (Fig. Ila), bei geringen 
Mengen als Calciumsalz nachgewiesen. 

Bernsteinsiure: Auch diese Siéure ist bereits unter 
gewohnlichem Druck sublimierbar; aber die Verdichtung der 
Dampfe geht weniger leicht vonstatten als bei der Sublimation 
der Oxalsiure. Dieser Nachteil wird durch die neue Anord- 
nung vollkommen beseitigt. Die Sublimate bestehen aus kleinen 
Krystillchen. Bernsteinsiure wird am besten als Bleisalz 
charakterisiert (Fig. IIb). 

Apfelsdure: Bei der Sublimation unter gewohnlichem 


Druck entsteht Fumarsiure, Maleinsiure und Maleinsiure- 


anhydrid in einer zum Nachweis geniigenden Ausbeute, sofern 
einige Milligramm Substanz verwendet werden. Wir konnten 
bei unserer Art der Sublimation keines dieser weitgehenden 


 Zersetzungsprodukte nachweisen, vielmehr bekamen wir auch 


bei kleinsten Mengen ein zunichst amorphes Sublimat, in 





: | welchem sich bereits beim Liegen an der Luft nach einiger 


!) Der Apparat ist erhiiltlich bei Ewald Otto, Glasblaserei Wien IX, 
Wihringerstr. 26. , 
*) A. a. O, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CXLIII. 10 
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Zeit xerflieBliche Nadelchen von Apfelsaiure bildeten. Das 
Sublimat dirfte zunichst aus Malomalsiure und eventuell auch 
Malid}, jedenfalls aus Anhydriden der Apfelsaiure bestehen, 
die leicht wieder in die wasserhaltige Form der Apfelsaure 








gf echo og A x rege ee ae 


ce) Silbermalat 6) x vergr. d) W 


gurickfihrbar sind. Fir die leichte und glatte Umwandlung | 
wurde ein Verfahren ausgearbeitet, welches in der Kinwirkung [| 
von schwach ammoniakalischen Wasserdimpfen bei 40° unter | 
gieichzeitiger Darstellung des charakteristischen Silbersalzes | 


80 x vergr. @) Malberelivat GO x verse.” 


dieser Saure besteht. Praktisch wird dies so durchgefihrt, || 


da8 das Sublimat mit einem Tropfen 1—5°/,iger Silbernitrat- |@ 
lésung versetzt, in einem auf 40° erhitzten Warmeschrank, in (@ 


} Walden, Chem. Ber. Bd. 32, 8. 2710. 
*) Fir die Zeichnungen sind wir Herrn Dr. J. Kisser m Dani | 
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dem sich eine flache Schale mit 5°/, Ammoniakliésung be- 
findet, gebracht wird. Nach 10—20 Minuten sind die An- 
hydride vollstindig in das Silbersalz der Apfelsiure tber- 
gefiihrt. Es entstehen klare Kigelchen, Scheibchen, eventuell 
Rosetten von vier- und achteckigem UmriB, seltener auch 
Nadelchen (Fig. IIc). Eventuell auch auskrystallisierendes 
Silbernitrat, das die Beobachtung stért, kann durch Anhauchen 
leicht in Lésung gebracht werden. 

Weinsaiure: Auch hier erfolgt nicht die bei den alten 
Sublimationsmethoden beobachtete Abspaltung von Brenz- 
traubensdiure unter Zersetzung der Weinsdiure, sondern wir 
erhielten ein amorphes Sublimat, in dem beim Liegen an der 
Luft die wasserhaltige Weinsaéure allmahlich auskrystallisierte. 
Es entstehen sehr charakteristische Wetzsteinformen, bei 
gréBeren Mengen auch Zerrformen (Fig. Ild). Es wird sich 
hier wie bei der Apfelsiure um Anhydride handeln, welche 
leicht in die wasserhaltige Form der Saure zuriickfihrbar 
sind. Als solche kamen Metaweinsiure, Tartral- und Tartrel- 
siure in Betracht.') Die Umwandlung vollzieht sich hier eben- 
falls schneller und vollstandiger bei der EKinwirkung von 
schwach ammoniakalischen Wasserdimpfen bei 40° unter Be- 
niitzung der obigen Anordnung. Es empfiehlt sich, zuerst 
durch eine 1/, stiindige Behandlung im Warmeschrank das 
Ammoniumtartrat (Wetzsteinformen) und dann erst aus diesem 
mit Silbernitrat und Essigsiure das Silberbitartrat darzustellen, 
welches gréBtenteils in knieférmigen Zwillingen auskrystallisiert. 

Citronensaure: Es entsteht bei unserer Methode kein 
Sublimat von Citraconsiureanhydrid, sondern ein amorpher 
Beschlag, welcher auch nach Behandlung mit ammoniakalischen 
Wasserdimpfen bei 40° schwer zur Kristallisation zu bringen 
ist. Doch l48t sich leicht das Silbersalz der Citronensaiure 
darstellen, wenn man genau so wie bei der Apfelsaure ver- 
fabrt. Man erhalt vorwiegend Sphirite, aus feinen Nadeln 
gebildet (Fig. Ie). 

Durch die Sublimation unter vermindertem Druck werden 


’) Beilstein, Handbuch der org. Chemie, 4. Aufl., Bd. 3, 8. 507 
(1921), 





10* 


4 





































ieee a) 


iugewe 


148 G. Klein und 0. Werner, 


tiefergreifende Zersetzungen vollstaindig verhindert, die Dampfe 
schnell aus dem Erhitzungsraum entfernt und an der nahen, 
gekihlten Vorlage nahezu vollstindig verdichtet. Die Sublimate 
erscheinen auf dem Deckglas als scharf umgrenzte, kreisférmige 
Beschlige von etwa 10 mm Durchmesser. Da die vollstindig 
gektihlte Flaiche des Deckglases einen Durchmesser von 18 mm 
hat, erscheint ein seitliches Ausstreichen der Dampfe voll- 
kommen vermieden. Eine Zersetzung oder Verfliichtigung ein- 
mal an der Vorlage niedergeschlagener Substanz bei Tempe- 
ratursteigerung fallt hier begreiflicherweise weg. Bei Subli- 
mation von je 50 y betrugen die Verluste fiir Oxalsiure und 
Bernsteinsiure etwa 1°/,, fir Apfelsiure, Weinsiure und 
Citronensiure etwa 2°/,. Eben noch gut nachweisbar sind 
von Oxalséure und Bernsteinséure 2 y, von Apfel-, Wein- und 
Citronensiure 5 y. 

Die Sublimationstemperatur wird auBen im Olbad ge- 
messen. Durch die Verwendung von Metallen als Warme- 
iibertrager (EKisenfeilspiine, Kupferschilchen) auf méglichst 
kurzem Wege (8 mm) ist die Gewaihr gegeben, da8 sich die 
gemessene AuBentemperatur mit der Innentemperatur der Sub- 
stanz weitgehend deckt. Die Sublimationstemperatur betrigt 
fiir Oxalsiure etwa 110°, Bernsteinsiure etwa 130°, Apfel- 
siure etwa 145°, Citronensiure etwa 170° und Weinsiure etwa 
195°. Die Temperatur ist besonders bei den drei letzten 
Siuren einige Zeit konstant zu halten, so zwar, daB sie durch 
ungefahr 10 Minuten in einem Bereich von hichstens 6° um 
die angegebene Sublimationstemperatur schwankt (durch ent- 
sprechende Regulation der Flammenhdhe leicht erreichbar. 
Man hat dadurch die Gewihr, daB auch gréBere Mengen (bis 
etwa 200 y, mehr an Substanz zu verwenden ist zum exakten 
Nachweis unnétig und gibt zu Fehlerquellen AnlaB) restlos 
sublimiert werden, Die Messung der Sublimationstemperaturen 
trigt zur Erkennung der Substanzen natiirlich wesentlich bei. 

Da die Sublimationstemperaturen so weit auseinander- 
liegen, daB eine Verfliichtigung des nachst héheren Kérpers 
bei der Sublimation des niachst niederen nicht oder nur in 


Spuren erfolgt (wenn groBe Mengen von jenem vorhanden | 
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sind), ist eine fast restlose Fraktionierung zwischen den kleinsten, 
gum Nachweis noch in Betracht kommenden Mengen von etwa 
9—5 bis 200 y méglich. Bei Untersuchung eines Gemisches 
kann man also aus einer Probe auf gewechselten Deckglisern 
simtliche Fraktionen erhalten. Nur ist zu beachten, daB der 
Apparat vor jedesmaligem Deckglaswechsel auskiihlen muf 
(also aus dem heiBen Olbad herausgehoben wird), um Zer- 
setzung der Substanz unter gewohnlichem Druck zu vermeiden. 


Die gebundenen Séuren sind direkt durch Sublimation 
nicht greifbar. Zur Aufspaltung ist bereits in Behrens- 
Kley') Phosphorsiure empfohlen, jedoch betont, daB hierdurch 
unvorhergesehene Zersetzungen erfolgen kénnen. Bei der hier 
angewandten Methode tritt bei Anwendung von Phosphorsiure 
keine Zersetzung der Substanzen ein, im Sublimat finden sich 
dieselben Produkte wie bei Sublimation der freien Sauren; 
die Empfindlichkeit bleibt dieselbe, die Sublimationstempe- 
raturen werden nicht beeinflu8t und die Fraktionierung ist in 
gleicher Weise durchfihrbar. Die Aufspaltung durch Phosphor- 
siure ist bei jeder beliebigen Bindung eine vollstiindige. Man 
verwendet bis zu Substanzmengen von 200 y einen Zusatz von 
etwa 0,5 mg konz. H,PO,. 

Fir den histochemischen Nachweis der Séuren wird ein 
kleines Stiickchen Gewebe (0,5—5 mg) im Kupferschalchen 
mit 0,2—2 mg konz. Phosphorsaiure versetzt, mit Nadeln fein 
zerzupft, bei 60—70° durch 15 Minuten getrocknet und dann 
der fraktionierten Sublimation unterworfen. 

Der Zusatz von Phosphorsaure hat hier neben der Auf- 
spaltung noch die Vorteile, daB das Gewebe in einen homo- 
genen Brei verwandelt wird, aus dem die Sublimation leicht 
vor sich geht und daB eventuell stérende fltichtige Basen ab- 
gebunden werden. Ein Versuch der Sublimation aus dem 
Gewebe ohne Phosphorsiurezusatz zum Zwecke der Unter- 
scheidung von natiirlichen freien und gebundenen Sauren ist 
nicht rationell, da beim Trocknen und Erhitzen eine nach- 
trigliche Koppelung von urspriinglicher freier Sdéure stattfinden 


1) A. a. O. 
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kann. Hingegen ist die Méglichkeit gegeben, die unléslichen 
Salze (Calciumoxalat, Calciumtartrat) getrennt zu behandeln, 
indem man die léslichen Saureanteile durch Kochen in destil- 
liertem Wasser wahrend 10 Minuten auszieht. Der Hauptwert 
des Verfahrens liegt in der Méglichkeit, die Siuren ohne Riick. 
sicht auf ihre Bindung empfindlich und eindeutig nachzuweisen. 
Eine Lokalisation ist weitgehend méglich, da die Sublimation 
mit kleinsten, nach Belieben mit Rasiermesser oder Nadel 
isolierten Gewebeteilchen durchgefihrt werden kann. 

Mit Hilfe der geschilderten Methode war es méglich, die 
makrochemischen Befande an Pflanzen zu iiberpriifen (gar 
manche Befunde an Pflanzen sind irrig, da die betreffenden 
Sauren Bernstein-, Fumar- und Maleinsiure nicht nativ vor- 
handen sind, sondern erst bei der Darstellung entstanden), 
Saéuren in Pflanzen zu greifen, wo sie makrochemisch aus 
groBen Substanzmengen zwar nachgewiesen, histochemisch bis 
jetzt aber nicht greifbar waren, und Vorkommen in bis jetzt 
noch nicht untersuchten Pflanzen aufzudecken. 

Kine qualitative Schaitzung der Sublimatquantititen ist 
recht gut méglich und auch der Versuch eines quantitativen 
Ausbaues der Methodik auf gravimetrischem Wege wurde 
unternommen, iiber den wir spiter zu berichten gedenken. Der 
qualitative und quantitative Nachweis la8t sich fiir physio- 
logische Zwecke voll verwerten. So konnten wir probeweise 
die diurnale Entsiuerung bei den Sukkulenten (Bryophyllum 
crenatum, Echeveria glauca) im Schwanken der Gesamtsiure 
und der einzelnen Siuren wahrend 24 Stunden sehr wohl ver- 
folgen und behalten uns das Studium des Wandels der orga- 
nischen Sauren vor. 

Es konnte nicht unsere Aufgabe sein, das Vorkommen 
der behandelten Saéuren in allen greifbaren Pflanzen zu unter- 
suchen, Es geniigt, daB man im gegebenen Falle die Még- 
lichkeit hat, die Kérper jederzeit einwandfrei nachzuweisen, 
was eben bisher nicht méglich war. Da wir die Methode zu || 
physiologischen Untersuchungen verwerten wollen, geben wir © 
im folgenden nur eine kurze Auswahl von untersuchten Pflanzen | 
mit ihrem Siuregehalt. | 

















Bacillus oxalaticus, ailtere Kultur: 
Penicillium sp., alte Kultur: 
Achyranthes Verschaffeltii, Blatt: 
Agapanthus umbellatus, Blatt: 


Begonia Rex, Blatt und Blattstiel: 
Capparis javanica, Blatt u. Blattstiel: 
Galium lucidum, Blatt (Raphiden)' 
Nicotiana rustica, Blatt: 

Oxalis acetosella, Blatt: 

Rheum undulatum, Blattstiel: 


Tradescantia virginica, Blatt: 


Vitis vinifera, Blatt: 

(Bryophyllum crenatum, Blatt: 

Opuntia vulgaris, Stamm (abds,): 

Sedum fabaria, Blatt (morgens): 

Sempervivum tectorum, Blatt 
(morgens): 

,Echeveria glauca, Blatt: 


Suecculenten 





| 


Arum italicum, Beere: 
Atropa Belladonna, Beere: 


Berberis integerrima, Fruchtfleisch : 


»  Ssanquisolenta, __,, 
» vulgaris ” 


Citrus Limonum, Fruchtfleisch: 

Hippophie rhamnoides, Beere: 

Mespilus germanica, Fruchtfleisch: 

Pirus Malus, Kulturrasse, Frucht- 
fleisch : 
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’) Die Zeichen +—++++ bedeuten die qualitativ geschitzten Mengen. 


Oxalsiiure ++++') 

Citronensiure +++ 

Oxalsiiure +++ 

Oxalsiure ++, Citronensiiure +++, 
die isolierten Raphiden erwiesen 
sich als reines Calciumoxalat 

Oxalsiiure +++ 

Apfelsiure ++++ 

Oxalsiiure +++ 

Oxalsiiure ++, Apfelsiure +++ 

Oxalsiure ++++ 

Oxalsiiure ++, Bernsteinsiure +, 
Apfelsiure ++ 

Oxalsiure +++, auch hier bestehen 
die isolierten Raphiden nur aus 
Calciumoxalat. 

Oxalsiure ++, Weinsiiure +++ 

Oxalsiure ++, Apfelsiiure +++ 

Oxalsiiure +++, Apfelsiure + 

Oxalsiure +, Apfelsiure +++ 


Oxalsiiure +, Apfelsiure ++ 

Sommer, Oxalsiure ++, Apfelsiure, 
morgens +++, abends ++ 

Herbst, Oxalsiiure O-+, Apfelsiure 
morgens u. abends +++, Herbst 
8 Wochen dunkel: Oxalsiure ++, 
Apfelsiure ++! 

Oxalsiiure ++++, Citronensiure +++ 

Apfelsiure ++, Citronensiiure +++ 
(teilweise an Alkaloide gebunden) 

Apfelsiiure +++, Weinsiure ++! 

Apfelsiiure +++ 

Apfelsiiure +++, 4 Wochen feucht 
bew.: Oxalsiiure +, Apfelstiure +++ 
4 Wochen trocken: Oxalsiure +++, 
Apfelsiiure + 

Citronensiure ++++ 

Apfelsiure ++++ 

Apfelsiure ++++, Citronensiure + 


Apfelsiure +++, Citronensiiure ++ 
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Pirus  spectabilis,  Kulturrasse, 


Fruchtfleisch : Apfelsiure +++ 
Prunus spinosa, Frucht: Apfelsiure ++++ 
Rubus Idaeus, Beere: .  Apfelsiiure ++, Citronensiure +++ 
Rubus Vestii, Beere: Apfelsiure +, Citronensiiure ++++ 
Solanum lycopersicum, Beere: Apfelsiure +, Weinsiure ++, Citro- 
nenséure +++ 
Vitis vinifera, Beere: Oxalsiure+, Bernsteinsiure+, Wein- 
" gure ++++ 


Die im Pflanzenorganismus vorkommenden organischen 
Sauren teilen wir uns von chemischen, physiologischen und 
methodischen Gesichtspunkten aus in 3 Gruppen: I. Die fliich- 
tigen, destillierbaren aliphatischen Sauren: Ameisen-, Essig-, 
Propion-, Butter, Valeriansiure usw. und Milchséure, 2. die 
zwei und mehrwertigen aliphatischen Siuren und Oxysauren 
und 3. die cyclischen Saéuren (Benzoe-, Zimt-, Salicyl-, China- 
siure usw.) Von diesen schienen uns die Séuren der zweiten 
Gruppe wegen ihres allgemeinen Vorkommens und ihrer noch 
fraglichen Rolle im Stoffwechselgetriebe die wichtigsten, weshalb 


sie zuerst bearbeitet wurden. Eine Methodik zum Nachweis 


der beiden andern Gruppen wird gelegentlich folgen. 

Gang der histochemischen Untersuchung: 

Das Gewebe wird mit konz. Phosphorsiure versetzt, fein 
verzupft und im Warmeschrank bei 60—70° C 15 Minuten 
lang getrocknet. 

Hierauf wird der homogene Brei im Kupferschalchen im be- 
schriebenen Apparat der fraktionierten Sublimation unterworfen. 

1. Fraktion bei 110°: Oxalséure, nachzuweisen als Ca- 
oder Sr-Salz. | 

2. Fraktion bei 130°: Bernsteinsiure, nachzuweisen als 
Bleisalz. i | 

8. Fraktion bei 145°: Anhydride der Apfelsiure, Dar- 
stellung des Silbermalats aus diesen. 

4, Fraktion bei 170°: Anhydride der Citronensiure, Dar- 
stellung des Silbercitrats aus diesen. 

5. Fraktion bei 195°: Anhydride der Weinsdure, Uber- 
fihrung dieser in dus Ammoniumtartrat und Darstellung des 
Silbertartrates aus letzterem. 
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Zusammenfassung. 


Durch Sublimation unter vermindertem Druck bei gleich- 
geitiger Kiihlung der Vorlage ist es gelungen, Oxalsiure und 
Bernsteinséure unzersetzt, Apfel-, Wein- und Citronensiure 
als Anhydride, die sich leicht wieder in die wasserhaltige Saure 
iiberfiihren lassen, zu sublimieren. 

Zur Zuriickfiihrung der Anhydride wurde eine einfache 
und sichere Methode eingefiibrt. 

Die nahere Bestimmung der Siure wird mittels des 
charakteristischesten Salzes durchgefiihrt. 

Die Ausbeute ist quantitativ, die Empfindlichkeit 2—5 y, 
auch aus ungiinstigen Gemischen. 

Auf Grund der ziemlich weit auseinanderliegenden Subli- 
mationstemperaturen lassen sich alle 5 Saéuren aus derselben 
Probe nacheinander quantitativ fraktionieren und dadurch auch 
charakterisieren. 

Gebundene Sauren lassen sich durch Phosphorsiurezusatz 
aufspalten und ohne Zersetzung und sonstige Beeintrichtigung 
ebenfalls sublimieren. 

Die Methode ist fir die Isolierung der Saéuren aus dem 
Gewebe voll anwendbar. Eine Trennung von freier und ge- 
bundener Saéure ebenso wie die Lokalisation im Gewebe ist 
durchfiihrbar. 

Auf diesem schnellen, eindeutigen und sicheren histo- 
chemischen Wege wurden bekannte makrochemische Befunde 
iberpriift, neue Vorkommen festgestellt und die Anwendungs- 
moglichkeit fiir physiologische Untersuchungen (diurnale Ent- 
siuerung, Wandel der genannten Sauren im Stoffwechsel) ge- 
sichert. 








Uber das Verhalten permethylierter Zucker gegen Emulsin, 


Von 


Richard Kuhn und Hans Heinrich Schlubach. 





(Mitt, aus dem Chem. Labor. d. Bayerischen Akad. d. Wissenschaften in Minchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1924.) 
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Die Frage nach dem Wirkungsmechanismus kohlehydrat- 
und glykosidspaltender Enzyme laBt sich heute dahin beant- 
worten, daB in vielen Fallen die Dissoziationskonstanten der 
Verbindungen, welche die betreffenden Enzyme mit ihren 
Substraten eingehen, zahlenmiSig bekannt sind?) und daB in 
einzelnen Fallen auch jene Stellen des Substratmolekiils, an 
denen die Vereinigung mit dem Enzym stattfindet, auf Grund 
kinetischer Messungen in erster Naherung angegeben werden 
kénnen. Es gibt z. B. Saccharasen, die mit der Glucosehilfte 
und solche, die mit der Fructosehalfte des Rohrzuckers 
reagieren.”) 

Kine weitere Aufgabe besteht nun darin, diejenigen Atome 
bzw. Atomgruppen der Zuckerreste ausfindig zu machen, die 
fir die Bindung des Enzyms und damit fir das Zustande- 
kommen der enzymatischen Katalyse ndtig und hinreichend 


sind.*) Diese Frage scheint durch die nicht zahlenmibig : 





1) L. Michaelis u. M.L. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 
(1913); H. v. Euler u. J. Laurin, Diese Zs. Bd. 110, 8. 55 (1920); 
R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28; (1922/28); R. Willstitter, R. Kuhn 
u. H. Sobotka, Diese Zs. Bd, 129, 8. 83 (1928); Bd. 184, S. 224 (1923/24). 

2) Diese Zs. Bd. 129, S. 57 (1928). 

*) Die ersten diesbeziiglichen Versuche stammen von E. Fischer, 


der das Verhalten von Rhamnosiden, Xylosiden usw. priifte. Einen ; 
anderen Weg (die Messung der Affinititen zu partiell methylierten | 
Zuckern) hat der eine von uns eingeschlagen. Vgl. Diese Zs. Bd. 135 | 


S. 1 (1928/24). 
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belegte Angabe von Th. Purdie und J. C. Irvine?) und 
von J. C. Irvine und A. Cameron’), daB Tetramethyl-f- 
methylglykosid durch Emulsin hydrolysiert werde, in erstaunlich 
einfacher Weise ihre Beantwortung dahin zu finden, daB das 
Vorhandensein freier Hydroxylgruppen des Zuckers hierfiir 
nicht erforderlich ist. 

Wir haben die Einwirkung verschiedener Emulsin- 
praparate, deren Wirkungsvermégen gegeniiber #-Methylglykosid 
genau bekannt war, auf reines Tetramethyl-f-methylglykosid 
und auf reines Heptamethyl-f-methyl-lactosid erneut unter- 
sucht, wobei die Konzentrationsverhiltnisse von Enzym und 
Substrat, die Wasserstoffzahl und die Temperatur in weiten 
Grenzen variiert wurde. Der permethylierte Trauben- und 
Milchzucker wurde von allen untersuchten Enzympriparaten 
mindestens 6-10‘mal langsamer als f-Methylglykosid und 
3:10’ mal langsamer als Helicin gespalten. Die beobachteten 
Anderungen der Reduktionswerte liegen selbst bei 3 Monate 
langer EKinwirkung durchwegs innerhalb der miglichen Ver- 
suchsfehler. Wir sind der Ansicht, daB eine Einwirkung 
mit den zurzeit zur Verfiigung stehenden Methoden nicht 
nachweisbar ist und daB die Theorie KE. F. Armstrongs’), 
der im Hinblick auf die Spaltbarkeit der Penta-methylglucose 
Residualaffinititen der Sauerstoffatome im Zuckermolekiil fir 
die Vereinigung mit dem Enzym verantwortlich machen michte, 
vorerst experimenteller Stiitzen entbehrt. 


Beschreibung der Versuche. 

Wir brachten je 0,547 g Tetramethyl-f-methyl- 
glykosid (Schmelzp. 36—37,5°) mit 4 ccm Puffergemisch nach 
S.P.L. Sérensen und 104 mg eines aus bitteren Mandeln 
isolierten Emulsinpraparates*) (Zeitwert fir Helicin = 34,2 Min.; 


1) Soc. Bd. 85, S. 1049 (1904) und zwar S. 1065. 

*) Soc. Bd. 87, S. 900 (1905) und zwar S, 904. 

®) Die einfachen Zuckerarten und die Glucoside, Ubersetzung der 
2. engl. Aufl. von E. Unna, Berlin 1918, 8.93. 4. engl. Aufl., London 
1924, S. 183. 

‘) Die angewandten Emulsinpriparate hatte uns Herr Geheimrat 
R. Willstatter in freundlichster Weise zur Verfiigung gestellt. Vel. 
Diese Zs. Bd. 121, S. 129 (1922). 
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in frischem Zustande) bei 30° auf 10 ccm und fiigten einige 
Tropfen Toluol zu. Das Reduktionsvermégen der Liésungen 
wurde nach R. Willsta&tter und G. Schudel?) in Proben von 
3 ccm bestimmt. Fiir die darin enthaltenen 32 mg des 
Fermentpraparates war ein Jodverbrauch von 1,02 ccm n/10- 
Lésung zu beriicksichtigen. Bei vollstindiger Hy/rolyse hiitte 
sich eine Reduktionszunahme entsprechend 11,80 ccm n/10-Jod 
ergeben miissen. 























Zunahmen des Reduktionsvermégens*) (ecm v/10-Jod) 

(Citrat) Piet) (Clirat) (Phosphat) Prnephat obey 
Nach 5 Std. 0,05 | 0,04 | 0,05 0,07 0,08 0,08 
ee 0,07 | 0,08 | 0,11 0,05 0,10 0,08 
, 100 Tagen | — | 0,09 | 0,08 0,09 - 0,05 




















Entsprechende Ergebnisse wurden bei Anwendung von 
nur 0,353 g Glykosid in 10 ccm auch bei p, =8 und bei 
Pp, = 5 (Temperatur 40° und etwa 5°) erhalten. 48 mg des 
angewandten Emulsinpriparates hydrolysierten 1,230 g @-Methyl- 
glykosid bei p,, = 5 (Citrat) und 30° in 25 ccm Lésung in 
190 Minuten zu 39,2°/, (Jodverbrauch fir 5 ccm: 9,04—0,50 
= 8,54 ccm). 

Ein aus sii8en Mandeln gewonnenes Fermentpulver (Zeit- 
wert fiir Helicin = 35), von dem je 250 mg auf je 0,298 g 
Pentamethylglucose einwirkten, vermochte weder bei p,, = 4 
noch bei p, =6 gréfere Reduktionszunahmen als 0,05 ccm 
n/10-Jod in 124 Stunden zu bewirken. Ebenso negativ verlief 
ein mit entéltem Pulver aus Zwetschgenkernen (Zeitwert fiir 
Helicin = 530, in frischem Zustande = 420) bei p, =5 an- 
gestellter Versuch. 





1) Chem. Ber. Bd. 51, S. 780 (1918). 

*) Von den tatsiichlich gemessenen Reduktionswerten wurde nur 
der fiir das Enzym gesondert ermittelte Jodverbrauch in Abzug ge- 
bracht. Bei Beriicksichtigung des geringfiigigen Reduktionsvermigens 
der Substrate wiirden die in den obigen Tabellen verzeichneten_,,Zu- 
nahmen“ noch geringer sein. 
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Heptamethyl-f-methyl-lactosid}) (Schmelzp. 80°): Je 
0,216 g + 200 mg des oben beschriebenen Priparates aus 
bitteren Mandeln zu 10 ccm; 30°. 








Zunahmen des Reduktionsvermégens*) (ecm n/ — 

















Pu = 4 
(Citrat) Pa scat) (Chnephat) Prep at 
Nach 7 Stunden 0,07 0,11 0,10 0,07 
~ = os 0,11 0,12 0,08 0,05 
-6 _ 0,11 0,11 0,05 








*) [a]},’ = — 1,62° (in Wasser fiir ¢ = 0,924). 





*) Vgl. Anmerkung 2 S. 156. 














Oxydation von 2,5-Dioxopiperazinen durch 
Wasserstofiperoxyd. 


Vorliufige Mitteilung. 
Von 
Max Liidtke. 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Dezember 1924.) 


Uber die Oxydation von 2,5-Dioxopiperazinen liegt bisher cine 
Arbeit von Abderhalden, Klarmann und Komm vor.') Bereits 
vor Erscheinen dieser Abhandlung waren Versuche iiber das Verhalten 
von Aminosiureanhydriden zu Wasserstoffperoxyd eingeleitet worden, 
die — nur mit Unterbrechung fortgefiihrt — Ergebnisse hatten, die in 
dieser Notiz bekannt gegeben sein moégen. 

Behandelt man Glycinanhydrid mit etwa 5°/, igem Wasserstoii- 

peroxyd bei gewohnlicher Temperatur, so geht es allmihlich in Lisung. 
In einigen Tagen setzt die Abscheidung eines weifen Kérpers ein, die 
erst nach mehreren Wochen beendet ist. Schneller laBt sich diese Um- 
setzung erreichen, wenn man die Suspension des gepulverten Anhydrids 
auf dem Wasserbade 1—2 Stunden erwiirmt und dann im Vakuum bei 
35—40° Badtemperatur abdampft. Aus dem Riickstand lassen sich durch 
Umkrystallisieren in heiBem Wasser weiBe Krystalle gewinnen, die mehr 
Kohlenstoff und weniger Stickstoff als das Ausgangsmaterial enthalten. 
Sie sind in den gewohnlichen organischen Lésungsmitteln unléslich oder 
kaum léslich und geben die Sasakireaktion. 
Kin zweites Produkt wurde bei Innehaltung obiger Bedingungen 
neben Korper 1 ebenfalls im Riickstand aufgefunden. Es ist dlig, 
zunachst fast farblos und reagiert sauer. Nach der Filtration geht es 
leicht in eine olivfarbene Fliissigkeit iiber, die einen griinen Kérper 
fallen 148t und langsam Ammoniak abgibt. 

Diese Substanzen lassen sich natiirlich auch mit anderen miibigen 
Wasserstoftperoxydkonzentrationen erhalten. Hochprozentiges Wasser- 
stoftperoxyd fiihrt dagegen zu anderen Produkten, Uber die weiteren 
Ergebnisse soll demichst berichtet werden. 





') Abderhalden, Klarmann u. Komm, Diese %s. Bd. 140, 
S. 92 (1924). 
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